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1 Abstract
Nacre is the inner iridescent layer in the shells of snails and mussels. It is composed of mineral plate-
lets, which consist of aragonite, a CaCO3 - polymorph, and of a small amount of organic matter, the so
called organic matrix. The organic matrix can be subdivided into the soluble and the insoluble matrix,
whereby this deﬁnition is preparation dependent. The nacre and the organic components used in this
thesis originated from the marine gastropods Haliotis laevigata and Haliotis tuberculata. This thesis
contains mainly three parts presenting results.
The ﬁrst part concentrates on the investigation of the growth of calciumcarbonate crystals on the in-
soluble matrix and the inﬂuence of the soluble matrix on this growth process. In the experiment a
crystallization device was used, which contained the insoluble matrix and was ﬂowed through by
NaHCO3 - and CaCl2 - solutions and by diﬀerent concentrations of the soluble matrix as an additive.
Investigations via scanning electron microscopy (SEM) revealed that besides vaterite and calcite cry-
stals, also ﬂat crystals develop on the insoluble matrix. With the addition of a relatively high concen-
tration of 1 μg/ml soluble matrix CaCO3 - crystal growth was totally inhibited, whereas the addition of
0.02 μg/ml soluble matrix slightly increases growth of ﬂat crystals compared to experiments without
any additive.
By analyzing diﬀraction pattern recorded in a transmission electron microscope (TEM) the ﬂat crystals
could be identiﬁed as aragonite. Furthermore some of the ﬂat crystals formed a layered structure in-
duced by growth between the horizontal layers of the insoluble matrix. Thus, the morphology as well
as the crystal polymorph remind on natural grown nacre.
In the second part of the thesis a central feature in the aragonite platelets was investigated by TEM
to obtain information on the growth processes in natural nacre. Contrary to publications, in which is
stated that the central features contain organic residua, in this thesis no such organic material could be
detected. Instead of that aragonite with the same orientation as the surrounding platelet was observed
within the central feature (apart from one sample of eight, which contained amorphous CaCO3). This,
together with SEM investigations, suggests that the reason for the central feature is a depression and a
bulge, respectively, in the middle of the aragonite platelets. The position of the feature coincides with
the nucleation site that is located on the insoluble matrix and contains diﬀerent molecules and proteins
that may aﬀect the nucleation of aragonite.
The third part deals with the investigation of the location of calcium ions in the mantle epithelium
of Haliotis tuberculata. This analysis should give insight into the transportation processes of calcium
ions through the epithelial cells into the extrapallial space from where they are build into the shell. The
detection of calium ions was performed in a TEM using electron energy loss spectroscopy (EELS).
For preparation the tissue was ﬁrst chemically ﬁxed and afterwards embedded. The disadvantage of
this preparation procedure was the formation of artifacts in terms of additional calcium in the cells.
This contamination hindered a correct detection of the endogenous calcium.
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2 Einleitung
Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung der Perlmuttbildungsprozesse in den Schalen von Mee-
resschnecken. Perlmutt ist, bestehend aus einem großen Anteil mineralischen Materials und einem
geringeren Anteil organischer Moleku¨le, ein prominentes Beispiel fu¨r ein Biomineral.
Biomineralisation ist ein sowohl in der Pﬂanzen- und Pilz- als auch in der Bakterien- und Tierwelt ver-
breitetes Pha¨nomen. Die Verwendung eines mineralischen Anteils durch einen Organismus kann dabei
verschieden Funktionen erfu¨llen. So dienen die Schalen von Schnecken und Muscheln, bestehend aus
Calcit und Aragonit, zum Schutz des weichen Ko¨rpers, in Fischen kommen Calcit- und Aragonitkris-
talle als Gravitationssensor zum Einsatz und die bereits ausgestorbenen Trilobiten1 besaßen Linsen
aus Calcit zur optischen Wahrnehmung. Dies sind nur einige Beispiele und vermitteln einen Eindruck
u¨ber den vielfa¨ltigen Einsatz von Biomineralien. Da jede/r von uns ta¨glich Biomineralisation betreibt
(wenn auch eher unbewusst), sind weitere besonders naheliegende Beispiele fu¨r Biomineralien die
Knochen und Za¨hne in unserem eigenen Ko¨rper. Diese beiden Biomineralien za¨hlen jedoch zu den
neueren Varianten. Die ersten Hinweise fu¨r Verbindungen zwischen biologischen Prozessen und anor-
ganischer Mineralisation sind 3,5 Milliarden Jahre alt (die Erde ist etwa 4,2 Milliarden Jahre alt) und
wurden in Form von fossilen Stromatolithen gefunden. Stromatolithe werden von Lebensgemeinschaf-
ten bakterienartiger prokaryotischer2 Organismen gebildet. Diese schließen zum einen Mineralien in
sich ein und veranlassen zum anderen eine Bildung der Mineralien um sich selbst herum [1]. Bei
diesen Prozessen ist jedoch davon auszugehen, dass es sich weniger um einen pra¨zisen kontrollierten
Prozess der Kristalldeposition als vielmehr um zufa¨llige chemische Verbindungen handelt [2]. Seit
etwa 570 Millionen Jahren (den modernen Menschen (Homo sapiens) gibt es erst seit etwa 100.000
Jahren) ﬁndet Biomineralisation in geordneten Prozessen statt und ist als Grundlage fu¨r die Bildung
harten Skeletts unerla¨sslich und nicht mehr wegzudenken.
Die Rolle der Biomineralien geht aber weit u¨ber ihre Funktion in den einzelnen Organismen hinaus.
So wird die Chemie der Ozeane und damit auch die der Atmospha¨re durch die große Menge des von
marinen Lebewesen produzierten Calciumcarbonats und amorphen Siliziumoxids bestimmt [1]. Diese
Mineralien haben sich im Laufe der Jahre auf dem Grund der Ozeane angesammelt und bilden einen
großen Anteil des Gesamtvorkommens an Sedimentgestein.
Der Großteil der bisher bekannten Biomineralien setzt sich aus nur einem Mineral zusammen. In
Strukturen, die mehrere Mineralien enthalten, liegen diese getrennt voneinander vor. Ein Beispiel
hierfu¨r sind die Schalen von Meeresschnecken, die sich aus einer a¨ußeren Calcitschicht und einer
inneren Perlmuttschicht, die das Mineral Aragonit entha¨lt, zusammensetzen.
Die Anzahl der unterschiedlichen in der Biomineralisation verwendeten Mineralien bela¨uft sich auf
u¨ber 60 [1]. In Lebewesen aller 5 Reiche (Tiere, Protisten3, Prokaryoten, Pﬂanzen, Pilze) kommt die
Bildung von Biomineralien vor, wobei in den Tieren die gro¨ßte Anzahl verschiedener Biomineralien
nachgewiesen wurde. Dies kann jedoch auch damit in Zusammenhang stehen, dass bisher vermehrt
Untersuchungen an Tieren durchgefu¨hrt wurden.
Etwa 50% der in der Biomineralisation gebildeten Mineralien enthalten Calcium und liegen in Form
von Calciumcarbonat CaCO3 (z.B. in Schalen als Calcit oder Aragonit) oder in Form von Calci-
1Ausgestorbene, meeresbewohnende Gliederfu¨ßler.
2Prokaryoten: Zellula¨re Lebewesen ohne Zellkern.
3Eukaryotische, ein- bis wenigzellige Lebewesen. Eukaryot: Lebewesen mit Zellkern und Kernmembran.
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umphosphat (z.B. in Knochen als Hydroxyapatit Ca10(PO4)6(OH)2) vor.
Das besonders faszinierende an Biomineralien ist nicht nur das weit verbreitete Vorkommen in un-
terschiedlichsten Organismen mit unterschiedlichster Funktion, sondern vor allem die Art und Weise,
wie das Wachstum der Biomineralien kontrolliert wird und wie die mineralischen Anteile mit den or-
ganischen Moleku¨len interagieren.
Das Zusammenspiel von hartem mineralischem Material und dem geringen Anteil weichen organi-
schen Materials bewirkt in vielen Fa¨llen (z.B. in Schneckenschalen) bemerkenswerte mechanische
Eigenschaften. Zudem herrschen in der Regel weder hohe Dru¨cke noch hohe Temperaturen wa¨hrend
der Bildungsprozesse. Unter anderem diese Eigenschaften machen die Biomineralien als Vorbild fu¨r
die Herstellung synthetischer Materialien interessant. Um jedoch zu einem Punkt zu gelangen, an
dem eine tatsa¨chliche Nachahmung der Biomineralisationsprozesse mo¨glich ist, mu¨ssen die Wachs-
tumsprozesse natu¨rlicher Biomineralien zuna¨chst besser verstanden werden.
Im Rahmen dieser Arbeit soll dieses Versta¨ndnis am Beispiel von Perlmutt der Meeresschnecken Ha-
liotis laevigata und Haliotis tuberculata erweitert werden.
Perlmutt ist in den vergangenen Jahrzehnten bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen:
- Das mechanische Verhalten von Perlmutt wurde unter anderem von Currey [3], Jackson et al.
[4, 5], Evans et al. [6], Barthelat et al. [7, 8] und Katti et al. [9, 10, 11] behandelt.
- Die Mikrostruktur von Perlmutt wurde beispielsweise von Vela´squez - Castillo et al. [12, 13],
Song et al. [14, 15, 16], Lin et al. [17], Fengzhang et al. [18], Saruwatari et al.[19] und auch von
mir selbst [20, 21, 22] untersucht.
- Die in Perlmutt enthaltenen Proteine, die Zusammensetzung der organischen Bestandteile der
Schale und die Wirkungsweise dieser Komponenten auf die Calciumcarbonatkristallisation wur-
den unter anderem in den Vero¨ﬀentlichungen von Weiss et al. [23], Mann et al. [24, 25], Treccani
et al. [26], Fu et al. [27, 28], Nudelman et al. [29] und Bezares et al. [30] behandelt.
- Daru¨ber hinaus stand nicht nur das Biomineral Perlmutt selbst im Fokus der Untersuchungen,
sondern auch das Mantelepithel, die Gewebeschicht, die maßgeblich in die Sekretion der Scha-
lenbestandteile involviert ist. Mit diesem Kompartiment bescha¨ftigten sich unter anderem Jolly
et al. [31], Bielefeld et al. [32, 33], Machado et al. [34], Chan et al. [35] und Saleuddin et al.
[36].
Die vorliegende Arbeit ist im Wesentlichen in vier Hauptteile gegliedert. In dem ersten Teil (Kapitel 3)
werden die fu¨r das Versta¨ndnis no¨tigen Grundlagen vorgestellt. Dazu geho¨ren sowohl eine Beschrei-
bung des Aufbaus und der Zusammensetzung von Perlmutt als auch eine Erla¨uterung der verwendeten
Untersuchungsmethoden. Die nachfolgenden drei Hauptteile (Kapitel 4, 5 und 6) enthalten die Ergeb-
nisse, die aus eigenen Untersuchungen gewonnen werden konnten. Eingeleitet werden diese Kapitel
jeweils mit einer Motivation, den theoretischen Grundlagen und einer Beschreibung des experimen-
tellen Vorgehens.
- In dem Kapitel 4 wird die Untersuchung des Wachstums von Calciumcarbonatkristallen in einer
Kristallisationskammer unter Einﬂuss der organischen Bestandteile des Perlmutts beschrieben.
Dabei wird sowohl die Wirkung der unlo¨slichen als auch der lo¨slichen Matrix der Meeresschne-
cke Haliotis laevigata betrachtet. Das Ziel dieser Untersuchungen bestand darin, Informationen
u¨ber die Wachstumsprozesse in natu¨rlichem Perlmutt zu erhalten und daru¨ber, welche Rolle
die einzelnen organischen Bestandteile beim Kristallwachstum spielen. Zur Untersuchung der
Morphologie der gebildeten Calciumcarbonatkristalle wurde ein Rasterelektronenmikroskop
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(SEM) verwendet. Eine detaillierte Untersuchung der Struktur der Kristalle fand in einem Trans-
missionselektronenmikroskop (TEM) statt. In diesem Gera¨t konnte Elektronenbeugung heran-
gezogen werden, um das Calciumcarbonatpolymorph der Kristalle zu bestimmen. Zudem wur-
de zur Bestimmung der Zusammensetzung der Proben energiedispersive Ro¨ntgenspektroskopie
(EDX) herangezogen.
- Das Kapitel 5 befasst sich mit einer Struktur, die sich im Zentrum der Aragonitpla¨ttchen des
Perlmutts von Haliotis laevigata und Haliotis tuberculata beﬁndet, bereits von Scha¨ﬀer et al.
[37] und Checa et al. [38] beobachtet wurde und den Bereich darstellt, an dem sich die Arago-
nitpla¨ttchen urspru¨nglich bildeten. Zur Untersuchung dieser Struktur wurde in erster Linie ein
Transmissionselektronenmikroskop verwendet. Unter anderem wurden zudem energiedispersi-
ve Ro¨ntgenspektren aufgenommen, um Aufschluss u¨ber die Zusammensetzung der zentralen
Struktur zu erhalten.
- In Kapitel 6 werden nicht die Untersuchungen an Perlmutt selbst oder an den in ihm enthal-
tenen Bestandteilen vorgestellt, sondern Untersuchungen des Mantelepithels, das die Bestand-
teile sekretiert, die in die Schale eingebaut werden. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand
dabei der Transport der Calciumionen durch die Zellen des Mantelepithels von Haliotis tu-
berculata zur Schale hin. Zur Detektion des Calciums wurden zuna¨chst spezielle Gewebe-
pra¨parationsmethoden verwendet und anschließend wurde in einem Transmissionselektronen-
mikroskop Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) durchgefu¨hrt.
5
2 Einleitung
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3.1 Modiﬁkationen des Calciumcarbonats
Werden zweiwertige Kationen mit CO2−3 - Ionen in Verbindung gebracht, so kommt es zu einer Bil-
dung von X2+CO2−3 . Das ”X“ steht fu¨r die verschiedenen Kationen. Die Gro¨ße dieser Kationen be-
stimmt die Struktur der sich bildenden Carbonate. Liegen die Radien der Kationen unter 1Å, entsteht
die trigonale Calcitstruktur, bei Radien u¨ber 1Å hingegen entsteht die orthorhombische Aragonit-
struktur. Da Calciumionen einen Radius von 0,99Å aufweisen und somit nahezu genau am U¨bergang
dieser beiden Strukturen liegt, kann Calcium als einziges der Kationen beide der Strukturen ausbil-
den [39]. Calciumcarbonat ist folglich eine Verbindung, die verschiedene polymorphe Variationen
aufweist. Insgesamt gibt es fu¨nf kristalline Formen des Calciumcarbonates. Zu diesen Polymorphen
geho¨ren Calcit, Aragonit und Vaterit, die eine gleiche chemische Struktur besitzen, deren Anord-
nung der Atome im Kristallgitter sich jedoch unterscheidet. Außerdem gibt es zwei wasserhaltige
Modiﬁkationen: Calciumcarbonat -Monohydrat (Monohydrocalcit) CaCO3·H2O und Calciumcarbo-
nat - Hexahydrat (Ikait) CaCO3·6H2O. Zusa¨tzlich zu diesen kristallinen Formen kann zudem amor-
phes Calciumcarbonat (ACC) auftreten.
In diesem Abschnitt werden die drei kristallinen wasserfreien Formen des Calciumcarbonats na¨her
behandelt.
3.1.1 Calcit
Von den Carbonatmineralien ist Calcit das am ha¨uﬁgsten vorkommende Mineral. Es ist beispielsweise
ein Hauptbestandteil des magmatischen Gesteins Karbonatit sowie des Kalksteins. Außerdem kommt
es zu einem großen Teil in manchen Ho¨hlenbildungen wie Tropfsteinen vor [39]. Abbildungen der
geologischen Form von Calcit, sowie Calcitkristalle, die sich aus einer CaCO3 - Lo¨sung gebildet
haben, sind in Abb. 3.1 dargestellt. Neben den geologischen Kristallen treten auch biologische
Proben auf, die Calcit enthalten. Dazu geho¨ren die Schalen von Mollusken, bei denen die a¨ußere
Schalenschicht aus Calcit besteht, Eierschalen von Vo¨geln und auch das Innenohr von Sa¨ugetieren, in
dem Calcit eine Rolle in der Wahrnehmung der Gravitation spielt [40].
Abb. 3.1: (a) Geologischer
Calcitkristall.
(b) SEM Aufnahme aus ei-
ner CaCO3 - Lo¨sung ausgefal-
lener Calcitkristalle.
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Abb. 3.2: Projektion der Kristallstruktur von
Calcit fu¨r drei verschiedene Orientierungen.
Dargestellt ist eine Einheitszelle, die mit
dem Programm jems (java electron micros-
cope image simulation) simuliert wurde.
Abb. 3.3: (a) Geologischer Aragonitkris-
tall. (b) SEM Aufnahme von Arago-
nitnadelba¨llen (schwarzer Pfeil), Calcit-
kristallen (gestrichelter Pfeil) und lin-
senfo¨rmigen Vateritkristallen (Pfeilkopf).
Die Kristalle haben sich aus einer
CaCO3 - Lo¨sung gebildet.
Calcit kann durch ein trigonales Kristallsystem (Abb. 3.2) mit der Raumgruppe R3¯c und den
Gitterkonstanten a= b= 0,498 nm und c= 1,702 nm beschrieben werden [41]. Die Dichte betra¨gt
2,6 g/cm3 - 2,8 g/cm3 und ist abha¨ngig von der Verunreinigung des Calcits [39]. Die bevorzugte
Spaltﬂa¨che ist die (101¯1)1 - bzw. (211)2 - Ebene. Von den drei kristallinen wasserfreien Formen des
Calciumcarbonats ist Calcit die thermodynamisch stabilste Phase.
3.1.2 Aragonit
Aragonit kann ebenso wie Calcit in geologischer und biomineralischer Form in der Natur vorliegen.
In geologischer Form hat es sein Vorkommen in vulkanischem Gestein oder entsteht als Ausfa¨llung
heißer Quellen. Abb. 3.3 zeigt eine Photographie geologischen Aragonits (a) sowie eine SEM3 Auf-
nahme nadelfo¨rmiger Aragonitkristalle ((b), schwarzer Pfeil), die sich aus einer CaCO3 - Lo¨sung ge-
bildet haben. Neben dieser fu¨r Aragonit typischen Form sind in der SEM Aufnahme außerdem Calcit-
(gestrichelter Pfeil) und Vateritkristalle (Pfeilkopf) zu erkennen. Die biomineralische Form des Arago-
nits ist ein wichtiger Bestandteil der Schalen von Mollusken sowie des Exoskeletts von Steinkorallen.
1Miller Bravais Indizes
2Miller Indizes
3Im Englischen: scanning electron microscopy. Im Deutschen: Rasterelektronenmikroskopie.
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Abb. 3.4: Projektion der Kristallstruktur von Aragonit
fu¨r drei verschiedene Orientierungen. Dargestellt sind
2 x 2 x 2 Einheitszellen, die mit dem Programm jems si-
muliert wurden. Die Pfeilko¨pfe kennzeichnen zwei par-
allel liegende Schichten aus Carbonationen, die sich
zwischen den Schichten der Calciumionen beﬁnden.
Außerdem kommt es im Innenohr von Fischen als Gravitationsrezeptor vor [42].
Aragonit wird durch eine orthorhombische Einheitszelle (Abb. 3.4) mit den Gitterkonstanten
a= 0,4962 nm, b= 0,7969 nm und c= 0,5743 nm beschrieben [43]. Die zugeho¨rige Raumgruppe ist
Pmcn. Die Dichte von Aragonit betra¨gt ∼2,95 g/cm3 [41]. Ausgezeichnete Spaltebenen sind nicht vor-
handen. A¨hnlich wie Calcit ist auch bei Aragonit die Kristallstruktur durch abwechselnde Schichten
aus Calcium- und Carbonationen senkrecht zur c - Richtung aufgebaut. Die Moleku¨lebene des Car-
bonations liegt bei beiden Polymorphen parallel zur a - b - Ebene. Anders als bei Calcit sind einige
Carbonationen in Aragonit entlang der c - Richtung verschoben, so dass zwischen den Schichten der
Calciumionen eine zweite Schicht aus Carbonationen parallel zu der ersten gebildet wird. Diese beiden
Schichten der Carbonationen sind in Abb. 3.4 mit Pfeilko¨pfen gekennzeichnet.
3.1.3 Vaterit
Abb. 3.5: SEM Aufnahme eines aus einer CaCO3 -
Lo¨sung ausgefallenen blu¨tenfo¨rmigen Vateritkristalls.
Vaterit ist von den kristallinen wasserfreien
Formen des Calciumcarbonats die instabilste
Form, kommt in geologischen Gesteinen gar
nicht und in biologischen Strukturen selten vor.
So kann Vaterit zu kleinen Teilen in den Schalen
von Gastropoden (Schnecken) auftreten und ist
Teil der Stacheln von Seescheiden (Ascidien)
[40]. Eine SEM Aufnahme eines aus einer
CaCO3 - Lo¨sung gebildeten blu¨tenfo¨rmigen
Vateritkristalls ist in Abb. 3.5 gezeigt.
Vaterit weist eine hexagonale Einheitszel-
le (Abb. 3.6) mit den Gitterparametern
a= b= 0,413 nm und c= 0,849 nm auf [44].
Die Raumgruppe lautet P63/mmc.
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Abb. 3.6: Projektion
der Kristallstruktur von
Vaterit fu¨r drei verschie-
dene Orientierungen.
Dargestellt sind 2 x 2 x 2
Einheitszellen, die mit
dem Programm jems
simuliert wurden.
3.2 Kristallbildung und -wachstum
Unter dem Begriﬀ Kristallisation versteht man thermodynamisch den U¨bergang eines Stoﬀes von ei-
nem beliebigen Zustand in den kristallinen Zustand. Eine thermodynamisch stabile kristalline Phase
liegt dann vor, wenn sie sich in dem Zustand mit der kleinsten freien Enthalpie4 beﬁndet. Dieser Zu-
stand ist vom Druck und der Temperatur abha¨ngig. Ist in einer Lo¨sung bei bestimmtem Druck und
Temperatur die Lo¨slichkeit eines Stoﬀes u¨berschritten, so sollte es zu einer spontanen Kristallisation
kommen. Diese tritt jedoch nicht auf. Stattdessen ist eine betra¨chtliche U¨bersa¨ttigung der Lo¨sung er-
forderlich, damit sich Nukleationskeime bilden ko¨nnen und deren Wachstum fortschreiten kann. Der
Bereich, in dem zwar eine U¨bersa¨ttigung vorliegt, aber dennoch keine spontane Kristallisation auftritt,
ist ein metastabiler Bereich, auch Ostwald -Miers - Bereich genannt. Das Auftreten dieses metastabi-
len Bereichs kann mit Hilfe der Thermodynamik erkla¨rt werden. Damit die Kristallisation spontan
ablaufen kann, muss die freie Enthalpie G des Systems abnehmen. Bildet sich ein Nukleationskeim in
einer Lo¨sung, so ist damit eine A¨nderung der freien Enthalpie ΔGN verbunden. Dieser Wert setzt sich
aber aus mehreren Beitra¨gen zusammen. Zum einen kommt es bei dem U¨bergang der u¨bersa¨ttigten
Phase in die kristalline Phase zu einer Verminderung der freien Enthalpie um den negativen Faktor
ΔGV . Dieser Faktor ist proportional zu der Stoﬀmenge bzw. zu dem Volumen des Nukleationskeims.
Zum anderen wird durch die Bildung des Nukleationskeims jedoch eine neue Grenzﬂa¨che erzeugt,
deren Grenzﬂa¨chenenergie den positiven Beitrag ΔGσ zu der A¨nderung der freien Enthalpie leistet.
Dieser Beitag ist proportional zur Oberﬂa¨che des Nukleationskeims. Ein weiterer positiver Beitrag
ΔGe kommt durch das Wirken elastischer Kra¨fte durch die umgebenden Phasen auf den Nukleations-
keim zustande, kann in ﬂu¨ssigen Phasen jedoch vernachla¨ssigt werden. [45]
Die A¨nderung der freien Enthalpie ergibt sich damit zu:
ΔGN = ΔGV + ΔGσ = VΔg/v + σA. (3.1)
Dabei ist Δg die Diﬀerenz der molaren freien Enthalpie5 (negativer Wert) der beiden Phasen, v das
Molvolumen6 der Kristallphase, V das Volumen und A die Oberﬂa¨che des Nukleationskeims. Mit
σ wird die speziﬁsche freie Grenzﬂa¨chenenergie7 bezeichnet. Bei Einstoﬀsystemen ist diese mit der
Grenzﬂa¨chenspannung identisch und kann als konstant angenommen werden. Vereinfacht la¨sst sich
der Nukleationskeim als kugelfo¨rmig mit dem Radius rN annehmen. Daraus folgt:
ΔGN =
4
3
πr3NΔg/v + 4πr
2
Nσ. (3.2)
4Auch bekannt unter dem Begriﬀ Gibbs - Energie.
5Dies ist die freie Enthalpie bezogen auf die Stoﬀmenge. Einheit: kJ/mol.
6Volumen, das ein Mol eines Stoﬀes annimmt.
7Dies ist die freie Grenzﬂa¨chenenergie bezu¨glich der Gro¨ße der betreﬀenden Grenzﬂa¨che. Einheit: N/m
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Abb. 3.7: Schematische Auftragung der
A¨nderung der freien Enthalpie ΔG ge-
gen den Radius rN eines Nukleationskeims.
Es sind die Verla¨ufe der Funktionen ΔGσ
und ΔGV sowie die daraus resultierende
Funktion ΔGN(rN) aufgetragen. Das Maxi-
mum dieser Funktion liegt bei dem kriti-
schen Radius r∗N . Erst wenn dieser Radius
u¨berschritten wurde und die Arbeit ΔG∗N ge-
leistet wurde, ist ein Wachstum des Nuklea-
tionskeims thermodynamisch bevorzugt.
Abb. 3.7 zeigt eine schematische graphische Auftragung der Funktion ΔGN(rN). Fu¨r kleine Radien rN
dominiert der Beitrag ΔGσ. Es kommt also bei der Bildung eines kleinen Nukleationskeims zu einer
Erho¨hung der Enthalpie des Systems. Bis zu dem kritischen Radius r∗N , fu¨r den die Funktion ΔGN(rN)
ein Maximum aufweist, muss demnach die Arbeit ΔG∗N (siehe Abb. 3.7) geleistet werden, um einen
Nukleationskeim wachsen zu lassen. Nachdem diese kritische Gro¨ße erreicht wurde, kommt es bei
weiterem Wachstum zu einer Verringerung der freien Enthalpie, der Nukleationskeim wird stabil und
weiteres Wachstum ist thermodynamisch bevorzugt [45].
Bei Nukleationskeimen, deren Gro¨ße unterhalb des kritischen Radius liegt, ist eine Auﬂo¨sung folglich
thermodynamisch wahrscheinlich. Dies bedeutet, dass die Bildung eines Nukleationskeims in einer
u¨bersa¨ttigten Lo¨sung allein nicht ausreicht. Es ist außerdem erforderlich, dass dieser Keim eine be-
stimmte Gro¨ße aufweist, damit weiteres Wachstum und keine Auﬂo¨sung des Keims erfolgt. [45]
Der kritische Radius r∗N la¨sst sich bestimmen zu:
r∗N = −2σv/Δg. (3.3)
Die Diﬀerenz der molaren freien Enthalpie Δg wa¨chst mit steigender U¨bersa¨ttigung der Lo¨sung. Der
kritische Radius r∗N verringert sich analog zu Gl. 3.3 und Kristallbildung wird begu¨nstigt.
Diese Betrachtungen beziehen sich auf homogene Nukleation, das heißt auf Nukleation, die ohne die
Anwesenheit bereits existierender Oberﬂa¨chen erfolgt.
Wesentlich wahrscheinlicher ist jedoch das Auftreten heterogener Nukleation, da in realen Ex-
perimenten Gefa¨ßwa¨nde und zum Teil auch geringe Verschmutzungen und somit Fremdpartikel
existieren, an denen Nukleationskeime entstehen ko¨nnen. Dies kann geschehen, da die speziﬁsche
freie Genzﬂa¨chenenergie des Nukleationskeims zu der angebotenen Oberﬂa¨che kleiner ist als zu
der Lo¨sung. Es kommt damit zu einer Verringerung von ΔGσ, wodurch der kritische Radius r∗N
herabgesetzt wird.
Hat sich ein stabiler Nukleationskeim gebildet, so ist sein Wachstum abha¨ngig von dem umgeben-
den Medium und der freien Enthalpie seiner Kristallﬂa¨chen. Kristallﬂa¨chen, die langsam in Rich-
tung der Fla¨chennormalen wachsen, werden sich, verglichen mit den u¨brigen, schneller wachsenden
Fla¨chen des Kristalls, vergro¨ßern. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass Kristallﬂa¨chen, die eine
ho¨here Oberﬂa¨chenspannung aufweisen als die u¨brigen Kristallﬂa¨chen und daher bestrebt sind ihre
Oberﬂa¨che zu verkleinern, schneller wachsen werden. Im Minimum der gesamten freien Enthalpie
der Kristallﬂa¨chen nimmt der Kristall eine ihm typische Morphologie an. Diese Morphologie kann je-
doch vera¨ndert werden, indem dem Lo¨sungsmittel Additive (z.B. Proteine) hinzugefu¨gt werden. Durch
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Adsorption dieser Additive durch elektrostatische oder strukturelle Wechselwirkungen an die Kristall-
ﬂa¨chen ko¨nnen die Oberﬂa¨chenenergien und somit die Wachstumsgeschwindigkeiten verschiedener
Fla¨chen vera¨ndert werden.
Ein Beispiel fu¨r ein in der Natur mit unterschiedlicher Morphologie vorkommendes Mineral ist Ara-
gonit. In der geologischen Form sowie bei Ausfa¨llungen aus Lo¨sungen ist die (001) - Ebene die schnell
wachsende Kristallﬂa¨che, so dass sich nadelfo¨rmige Kristalle ausbilden. In dem Biomineral Perlmutt
hingegen liegt Aragonit in Form ﬂacher Pla¨ttchen vor, deren Wachstum prima¨r in (100) - und (010) -
Richtung erfolgt. Das Wachstum entlang der (001) - Richtung wird gehemmt, was eventuell der An-
wesenheit einer Vielzahl von Biomoleku¨len zugeschrieben werden kann, die an die entsprechende
Kristallﬂa¨che adsorbieren8.
3.3 Haliotis laevigata und Haliotis tuberculata
Die beiden Tiere Haliotis laevigata und Haliotis tuberculata lassen sich wie folgt zuordnen:
Stamm Mollusca (Weichtier)
Klasse Gastropoda (Schnecken)
Familie Haliotidae
Gattung Haliotis (Seeohr)
Neben dem deutschen Begriﬀ Seeohr ist zur Beschreibung der Gattung auch die Bezeichnung Abalone
im englischsprachigen Raum gela¨uﬁg.
Abalonen bilden u¨ber 100 Arten, die weltweit und insbesondere im su¨dwestlichen Paziﬁk (Japan und
Australien) sowie in den Ozeanen vor Kalifornien und Su¨dafrika vorkommen. Aber auch der o¨stliche
Atlantik und das Mittelmeer sind Lebensra¨ume [46]. Abalonen bewohnen die untere Gezeitenzone
und seichtes Wasser und sind daher meistens in Ku¨stenna¨he angesiedelt [47].
Die Schale der Abalonen weist eine ﬂache spiralige Form auf, deren Außenseite aus Calcit sowie ei-
nem kleinen Anteil an Makromoleku¨len und deren Innenseite aus Perlmutt besteht. Die Außenseite
ist außerdem vom Periostracum u¨berzogen, einer du¨nnen organischen Schicht (im Falle von Haliotis
rufescens 100 - 200 nm [48]), die dem Schutz der Schale dient. Abb. 3.8 (a) zeigt die Außenseite der
Schale von Haliotis tuberculata mit dem darunterliegenden Schneckenko¨rper. Dieser Ko¨rper ist in
Bildteil (b) zu erkennen. Die Bildteile (c) und (d) zeigen die aus Perlmutt bestehende Innenseite der
Schale von Haliotis tuberculata und Haliotis laevigata. Die Schale von Haliotis tuberculata stammt
von einem Jungtier, die Schale von Haliotis laevigata hingegen von einem adulten nahezu ausgewach-
senen Tier. Trotz der verschiedenen Arten und Entwicklungsstadien sind sich die Schalen in Aufbau
und Zusammensetzung sehr a¨hnlich. In beiden Schalen beﬁndet sich eine periphere Lochkante, deren
Lo¨cher in a¨lteren Schalenteilen mit Calcit und Perlmutt zuwachsen.
Die hinteren Lo¨cher werden verwendet, um verbrauchtes Atemwasser auszuscheiden, die vorderen
Lo¨cher ermo¨glichen das Austreten tentakelartiger Mantelfortsa¨tze, die eine Sinnesfunktion haben [46].
Der Schneckenko¨rper ist im Wesentlichen aus drei Komponenten zusammengesetzt: dem Fuß, dem
Kopf und dem Eingeweidesack, der die meisten wichtigen Organe entha¨lt. Verbunden ist der Ko¨rper
mit der Schale an einer Stelle u¨ber den Schalenmuskel (Columellarmuskel). In den u¨brigen Berei-
chen liegt die Schale frei auf dem Ko¨rper. In diesen Bereichen bildet sich zwischen dem Ko¨rper und
der Schale der extrapalliale Raum aus, der die extrapalliale Flu¨ssigkeit (EPF) entha¨lt. Die Zusam-
mensetzung der anorganischen Bestandteile in der EPF ist der von Seewasser a¨hnlich [49]. Zusa¨tzlich
8Zusa¨tzlich wachsen die Aragonitkristalle in vorgeformte Kompartimente der organischen Matrix, die ebenfalls einen
(wenn auch nicht alleinigen) Einﬂuss auf die Kristallmorphologie ausu¨ben ko¨nnen.
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Abb. 3.8: (a) Aus Calcit bestehende Außenseite der Schale von Haliotis tuberculata. (b) Gleiches Tier wie in
(a). Gezeigt ist die auf der Schale liegende Schnecke, so dass im Wesentlichen der Fuß des Schneckenko¨rpers
sichtbar ist. Der Kopf beﬁndet sich in der Abbildung oben. Die Seiten des Fußes hat die Schnecke zur Mitte hin
zusammengekru¨mmt, so dass die hellere Fußsohle nicht sichtbar ist. (c) Perlmuttschicht in der Innenseite der
Schale von Haliotis tuberculata. (d) Perlmuttschicht in der Innenseite der Schale von Haliotis laevigata.
beﬁnden sich in dieser Flu¨ssigkeit noch organische Komponenten, die in Form der organischen Matrix
in die Schneckenschale eingebaut werden und einen wesentlichen Einﬂuss auf die Calciumcarbonat -
Kristallisation haben. Sowohl die anorganischen als auch die organischen Bestandteile werden von
dem Mantelepithel9 sekretiert. Abb. 3.9 (a) zeigt die Abalone Haliotis tuberculata, bei der ein Teil des
Perlmutts (P) der Schale, das Mantelepithel (ME) und der Fuß (F) zu erkennen sind. In Bildteil (b)
ist der Querschnitt von Schale und Mantelepithel schematisch dargestellt. Verdeutlicht wird dort der
prinzipielle Aufbau von Schale und Mantelepithel am Rand der Schale. Abb. 3.9 (c) zeigt eine lichtmi-
kroskopische Aufnahme eines Du¨nnschnittes des Mantelepithels von Haliotis tuberculata (adaptiert
aus [50]). Es wird deutlich, dass die Struktur des Mantels tatsa¨chlich nicht so simpel wie in Abb. 3.9 (b)
dargestellt aufgebaut ist. Der Mantel setzt sich aus einer zum Ko¨rper hingerichteten inneren Falte (ie
in Abb. 3.9 (c)) und einer zur Schale gerichteten a¨ußeren Falte (oe) zusammen.
Abb. 3.9: (a) Photographie der Abalone Haliotis tuberculata. F: Fuß, P: Perlmutt, ME: Mantelepithel. (b) Sche-
matische Darstellung des Querschnitts von Schale und Mantelepithel. C: Calcit, P: Perlmutt, ME: Mantelepithel,
EPF: extrapalliale Flu¨ssigkeit. (c) Lichtmikroskopische Aufnahme eines Du¨nnschnittes des Mantelepithels von
Haliotis tuberculata. Der Mantel besteht aus einer zum Ko¨rper hingerichteten inneren Falte (ie) und einer zur
Schale gerichteten a¨ußeren Falte (oe). Die dazwischenliegende Einbuchtung ist die periostrace Rinne (pg). Mit
”c“ ist das Bindegewebe bezeichnet, das von der einfachen Schicht der Epithelzellen umgeben ist. Der Bildteil
(c) ist adaptiert aus [50].
9Teile des Schneckenko¨rpers, der an den extrapallialen Raum grenzt.
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Dazwischen beﬁndet sich die periostrace Rinne10 (pg), in der das Periostracum sekretiert wird [4].
Das Wachstum der Schale ﬁndet prima¨r am Rand der Schale statt, wo zuna¨chst das Periostracum und
anschließend die Calcit- und die Perlmuttschicht gebildet werden.
Der Rand des Mantels, der an diesem Randbereich der Schale liegt, entha¨lt Epithelzellen mit beson-
ders vielen Dru¨sen, so dass eine ausreichende Sekretion der fu¨r das Schalenwachstum notwendigen
Substanzen mo¨glich ist. Die Epithelzellen sind dabei nicht auf das Wachstum von entweder der Calcit-
oder der Perlmuttschicht ausgerichtet, sondern sind in der Lage, alle fu¨r die Bildung der jeweiligen La-
gen notwendigen Substanzen zu sekretieren. Dies zeigt sich deutlich, wenn sogenannte ”ﬂat pearls“
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erzeugt werden.
Zu diesem Zweck werden Substrate aus beispielsweise du¨nnem Glas in den extrapallialen Raum zwi-
schen Schale und Mantel geschoben. Diese von dem Tier als Fremdko¨rper wahrgenommenen Substra-
te werden von der Schnecke u¨berwachsen, wobei die Mineralschichten in der gleichen Reihenfolge
wie in der natu¨rlichen Schale aufgewachsen werden [51]. Der U¨bergang zwischen der Calcit- und der
Perlmuttschicht ist dabei sehr abrupt. Die Schnecke besitzt also die Fa¨higkeit, das Schalenwachstum
sehr genau zu steuern und zu beeinﬂussen.
3.4 Perlmutt
Perlmutt ist ein Polymer -Mineral - Verbundmaterial, aus dem die innere Schicht von Schnecken- und
Muschelschalen aufgebaut ist. Gegenstand dieser Arbeit ist das Perlmutt von Schnecken, dessen Auf-
bau, Zusammensetzung und Wachstum in diesem Kapitel beschrieben werden sollen.
3.4.1 Perlmuttaufbau
Abb. 3.10: SEM Aufnahme einer Bruchﬂa¨che
des Perlmutts von Haliotis tuberculata.
Abb. 3.10 zeigt eine SEM Aufnahme einer Perlmutt-
bruchﬂa¨che der Abalone Haliotis tuberculata. Zu er-
kennen sind horizontal in Schichten und vertikal in Sta-
peln angeordnete Aragonitpla¨ttchen. Der prinzipielle
Aufbau des Perlmutts ist in Abb. 3.11 schematisch dar-
gestellt. Die Aragonitpla¨ttchen besitzen eine Ho¨he von
etwa 500 nm und eine Breite zwischen 5 - 10 μm. Sie
werden von organischem Material umgeben, so dass
ein Aufbau entsteht, der einer Struktur bestehend aus
Ziegelsteinen und Mo¨rtel a¨hnelt12.
Das organische Material ist in Abb. 3.11 in blau einge-
zeichnet. Das die Pla¨ttchen umgebende Material wird
in die interlamellare Matrix, die eine Dicke von etwa
40 nm aufweist und horizontale Schichten bildet, und
die wesentlich du¨nnere intertabulare Matrix, die sich
zwischen lateral benachbarten Aragonitpla¨ttchen be-
ﬁndet, unterteilt. Beide Bestandteile der organischen
Matrix sind in Abb. 3.12 (a) und (b) zu erkennen, die
transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Auf-
nahmen des Querschnitts von entmineralisiertem, ﬁ-
xiertem Perlmutt zeigen. Die Pra¨paration dieser Probe
10Dies ist eine eventuell ungenaue U¨bersetzung des korrekten Begriﬀes ”periostracal groove“.11Auf deutsch: ﬂache Perlen.
12Im Englischen: brick - and -mortar - like structure.
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Abb. 3.11: Schematische
Darstellung des Aufbaus von
Perlmutt. Organische Be-
standteile sind in blau einge-
zeichnet. ILM: interlamellare
Matrix; ITM: intertabulare
Matrix; NP: Nanopore;
MB: Mineralbru¨cke.
ist im AnhangA.3 erla¨utert. Die interlamellaren Schichten der organischen Matrix weisen mehrere Po-
ren mit einem Durchmesser von etwa 30 nm auf. Eine dieser Poren ist beispielhaft in Bildteil (b) mit
einem grauen Pfeil gekennzeichnet. Die Ru¨cksta¨nde der intertabularen Matrix sind mit Pfeilko¨pfen ge-
kennzeichnet. Es ist deutlich zu erkennen, dass diese Matrixkomponente wesentlich weniger Material
entha¨lt als die interlamellare Matrix. Der schwarze Pfeil weist auf einen Bereich, in dem die Schich-
ten der interlamellaren Matrix zusammengelagert sind. Dies ist ein Artefakt, das durch die Pra¨paration
zustandegekommen ist. Die tatsa¨chliche Form der interlamellaren Matrix in diesem Bereich wird in
Abschnitt 3.4.3 vorgestellt.
Es wird angenommen, dass sich zusa¨tzlich zu dem organischen Material zwischen den Pla¨ttchen auch
innerhalb der Aragonitpla¨ttchen organische Bestandteile beﬁnden. Tatsa¨chlich konnten in eigenen
vorhergehenden Untersuchungen in den Pla¨ttchen facettierte Nanoporen nachgewiesen werden, die
einen erho¨hten Kohlenstoﬀanteil beinhalten. In Elektronenenergieverlustspektren (EELS) trat zudem
ein Signal auf, das durch einen π - π∗ U¨bergang erzeugt wurde [21]. Dieses Signal wurde durch eine
Kohlenstoﬀdoppelbindung erzeugt, die fu¨r das Vorkommen organischen Materials in den Nanoporen
spricht.
Abb. 3.12: TEM Aufnahmen des Querschnitts von entmineralisiertem, ﬁxiertem Perlmutt der Abalone Haliotis
tuberculata. (a) U¨bersichtsaufnahme. (b) Vergro¨ßerte Aufnahme der Wachstumsfront. Die interlamellare Ma-
trix ist in Form horizontal verlaufender, etwa 40 nm dicker Schichten zu erkennen. Innerhalb dieser Schichten
beﬁnden sich zahlreiche, mehrere Nanometer breite Poren (grauer Pfeil). Die Pfeilko¨pfe markieren Ru¨cksta¨nde
der intertabularen Matrix. Zwischen den ”stacks of coins“ sind die Schichten der interlamellaren Matrix dicht
zusammengelagert (schwarzer Pfeil). Dies ist ein Artefakt der Pra¨paration.
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TEM Abbildungen derartiger Nanoporen wurden bereits mehr als 35 Jahre zuvor und auch in den
nachfolgenden Jahren vero¨ﬀentlicht [12, 13, 38, 52, 53]. Jedoch wurden zu der Zeit noch keine
weiterfu¨hrenden Untersuchungen der Geometrie und des mo¨glichen Inhalts der Nanoporen wie in
[21] durchgefu¨hrt. Vielmehr wurde in vielen Fa¨llen davon ausgegangen, dass es sich bei den Poren
um eine Scha¨digung durch den Elektronenstrahl handelte. Dies kann jedoch nach einem Vergleich
von biologischem Aragonit aus dem Perlmutt und geologischem Aragonit, in dem keine Nanoporen
auftreten, ausgeschlossen werden [22], [52].
Weitere Strukturen, die neben den Nanoporen in der schematischen Darstellung in Abb. 3.11 einge-
zeichnet sind, sind die Mineralbru¨cken. Bei den Mineralbru¨cken handelt es sich um mineralische
Verbindungsstellen zwischen den u¨bereinanderliegenden Aragonitpla¨ttchen. Die mo¨gliche Funktion
dieser Strukturen wird in Abschnitt 3.4.3 eingehender behandelt.
3.4.2 Organische Matrix
Der Begriﬀ organische Matrix umschreibt jegliche im Perlmutt vorkommende organische Substanzen.
Die Trockenmasse dieser Substanzen betra¨gt lediglich max. 5wt% fu¨r verschiedene Bivalven (Mu-
scheln) [54] und etwa 3,5wt% fu¨r die Abalone Haliotis laevigata [55]. Die organische Matrix la¨sst
sich auf unterschiedliche Weise unterteilen:
• Lo¨sliche und unlo¨sliche Matrix.
Dies sind die Bestandteile, die nach einer Entmineralisierung des Perlmutts mit Ethylendiamin-
tetraessigsa¨ure (EDTA) oder niedrig konzentrierter Essigsa¨ure getrennt vorliegen. Die lo¨sliche
Matrix setzt sich aus den in der Lo¨sung vorliegenden Bestandteilen zusammen und entha¨lt
zahlreiche Proteine, von denen einige in Abschnitt 3.4.5 aufgelistet sind. Die Bestandteile der
lo¨slichen Matrix stammen sowohl aus dem organischen Material, das zwischen den Aragonit-
pla¨ttchen vorkommt, als auch aus dem sich in den Pla¨ttchen beﬁndlichen organischen Material.
Die unlo¨sliche Matrix entha¨lt zu einem großen Teil Chitin [56] sowie einige Proteine. Auf den
Aufbau, die Funktionsweise und den Einﬂuss der lo¨slichen und unlo¨slichen Matrix auf die Cal-
ciumcarbonatkristallisation und auf die Pra¨paration wird in dem Abschnitt 3.4.4 (Aufbau) und
in Kapitel 4 eingegangen.
• Interlamellare und intertabulare Matrix sowie organische Bestandteile, die sich innerhalb der
Aragonitpla¨ttchen beﬁnden.
Unter der interlamellaren Matrix versteht man die im Perlmutt horizontal verlaufenden organi-
schen Schichten, die die u¨bereinander gewachsenen Aragonitpla¨ttchen trennen. Die intertabula-
re Matrix beﬁndet sich zwischen den lateral ausgedehnten Aragonitpla¨ttchen. U¨ber die Zusam-
mensetzung dieser Bestandteile der organischen Matrix ist nichts bekannt, da sie nicht einzeln
pra¨pariert und untersucht werden ko¨nnen.
Zudem beﬁnden sich eventuell organische Bestandteile in den Nanoporen, die innerhalb der
Aragonitpla¨ttchen vorliegen.
Bevor die unterschiedlichen Bestandteile der organischen Matrix na¨her behandelt werden, werden in
dem na¨chsten Abschnitt die Grundlagen des Perlmuttwachstums erla¨utert.
3.4.3 Wachstum
Das Wachstum des Perlmutts ﬁndet bei Gastropoden bevorzugt am Rand der Schale statt. Wa¨hrend
dieses Prozesses wachsen die neugebildeten Aragonitkristalle zuna¨chst in c - Richtung, bis die
endgu¨ltige Pla¨ttchendicke von etwa 500 nm erreicht wird, und dehnen sich dann lateral aus, bis sie
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auf benachbarte Pla¨ttchen stoßen. Bevor die vollsta¨ndige Pla¨ttchenbreite erreicht wird, bilden sich be-
reits neue, daru¨berliegende Aragonitpla¨ttchen. Auf diese Weise entstehen die sogenannten ”stacks of
coins“13, die in den SEM Aufnahmen in Abb. 3.13 (a) in Draufsicht auf eine ”ﬂat pearl“ zu erkennen
sind. Der Bildteil (b) zeigt eine schematische Darstellung eines Querschnitts der Wachstumsfront, in
der die mineralischen Anteile in grau und die organischen Schichten in gelb eingezeichnet sind. Zwei
Merkmale, Mineralbru¨cken und oberhalb der Aragonitpla¨ttchen vorgeformte, organische Schichten,
treten in dieser Darstellung auf und werden im Folgenden na¨her behandelt. Außerdem wird auf block-
artig gewachsene Aragonitschichten im Perlmutt eingegangen.
Abb. 3.13: (a) SEM Aufnahme der Oberﬂa¨che einer ”ﬂat pearl“. Zwischen den aus Aragonitpla¨ttchen gebil-
deten ”stacks of coins“ ist eine ausgedehnte organische Schicht zu erkennen. (b) Schematische Darstellung
eines Querschnitts der Wachstumsfront von Perlmutt. Grau: Aragonit, gelb: organisches Material. Ein gleicher
Grauton bedeutet eine gleiche kristallographische Orientierung der Aragonitpla¨ttchen.
3.4.3.1 Mineralbru¨cken
Im Jahre 1997 stellten Scha¨ﬀer et al. in einer Vero¨ﬀentlichung die Frage, ob im Perlmutt Mine-
ralbru¨cken existieren, die u¨bereinanderliegende Aragonitpla¨ttchen miteinander verbinden [37]. Als
Anhaltspunkt fu¨r die Existenz der Mineralbru¨cken nahmen sie AFM14 und SEM Messungen, u¨ber die
5 - 50 nm große Lo¨cher in der interlamellaren Matrix von entmineralisiertem Perlmutt der Abalone
Haliotis rufescens nachgewiesen werden konnten. Diese Lo¨cher sollten mit dem Auftreten von Mine-
ralbru¨cken erkla¨rt werden. Zudem wird in der Vero¨ﬀentlichung eine TEM Querschnittsaufnahme von
Perlmutt pra¨sentiert, in der vage Verbindungen zwischen Aragonitpla¨ttchen zu erkennen sind. Diese
ersten Ergebnisse stellten einen Ansatz fu¨r den Beweis der Existenz von Mineralbru¨cken dar.
Weitere in den darauﬀolgenden Jahren publizierte Vero¨ﬀentlichungen untermauerten die Annahme,
dass die Aragonitpla¨ttchen miteinander verbunden sind. Die Vero¨ﬀentlichungen von Song et al. [14],
Lin et al. [17] und Fengzhang et al. [18] enthalten TEM Aufnahmen, auf denen Strukturen zwischen
den Aragonitpla¨ttchen gut zu erkennen sind. Da jedoch keine Hochauﬂo¨sung durchgefu¨hrt wurde,
kann anhand dieser Aufnahmen nicht bestimmt werden, ob die Strukturen tatsa¨chlich Bru¨cken bilden.
Aus diesem Grund wurden im Rahmen meiner Diplomarbeit [22] weitere Messungen durchgefu¨hrt.
Elektronentomographie zeigte deutlich, dass Mineralbru¨cken mit einem Durchmesser von etwa
30 nm die u¨bereinanderliegenden Aragonitpla¨ttchen verbinden. Anhand von hochaufgelo¨ster TEM
13Im Deutschen: Mu¨nzstapel.
14Im Englischen: atomic force microscope (AFM), im Deutschen: Rasterkraftmikroskop
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Abb. 3.14: TEM Aufnahmen einer Perlmuttquerschnittsprobe der Abalone Haliotis laevigata. (a) Drei
u¨bereinanderliegende Aragonitpla¨ttchen. Zwischen den Pla¨ttchen in der interlamellaren Matrix beﬁnden sich
Mineralbru¨cken (weißer Pfeil). Innerhalb der Aragonitpla¨ttchen sind zahlreiche facettierte Nanoporen zu erken-
nen (schwarzer Pfeil). (b) Vergro¨ßerte Aufnahme einer Mineralbru¨cke. (c) Vergro¨ßerung des in (b) markierten
Bereichs. Die Kristallorientierung in der Mineralbru¨cke ist konstant.
konnte zudem bewiesen werden, dass die kristalline Orientierung innerhalb der Bru¨cken sich
nicht a¨ndert [20, 19]. Mit dem TEM aufgenommene U¨bersichts- und Hochauﬂo¨sungsbilder sind
in Abb. 3.14 (a) - (c) dargestellt. Nicht alle in Abb. 3.14 (a) erkennbaren Strukturen zwischen den
Pla¨ttchen sind tatsa¨chlich Mineralbru¨cken, die die Pla¨ttchen miteinander verbinden. Der Großteil15
dieser Strukturen kommt durch Unebenheiten der Pla¨ttchenoberﬂa¨che, sogenannte ”nano - asperities“,
zustande.
Die Konstanz der Kristallorientierung innerhalb der Mineralbru¨cken (siehe Abb. 3.14 (c)) legt den
Schluss nahe, dass wa¨hrend des Perlmuttwachstums der Aragonit durch Poren der interlamellaren Ma-
trix wa¨chst und Informationen u¨ber die Kristallorientierung auf diese Weise transferiert werden. Um
dies zu pru¨fen, wurden Untersuchungen mittels Elektronenbeugung [20, 57] und mittels X - PEEM16
[58] vorgenommen. Beide Methoden zeigten, dass sich die Kristallorientierung u¨bereinanderliegender
Aragonitpla¨ttchen nur um wenige Grad a¨ndert. Die Pla¨ttchen, die eine sehr a¨hnliche Orientierung
aufweisen, bilden dabei Doma¨nen, die maximal 40 Pla¨ttchen enthalten [58]. Ein Wachstumsmodell,
bei dem die Kristallorientierung u¨ber Mineralbru¨cken durch die organischen Schichten weitergegeben
wird, ist also sehr wahrscheinlich. Eine Vorstellung der unterschiedlichen Wachstumsmodelle des
Perlmutts erfolgt in Abschnitt 3.4.6.
3.4.3.2 Vorgeformte organische Schichten
Die Bildung von Aragonitpla¨ttchen und organischen Schichten ist kein alternierender Prozess. Viel-
mehr bilden sich zuerst die organischen Schichten, in deren Zwischenra¨ume nachtra¨glich die Ara-
gonitpla¨ttchen hineinwachsen. Diese vorgeformten Schichten der interlamellaren Matrix sind in
Abb. 3.15 (a) und (b) zu erkennen. Die Abbildungen zeigen SEM Aufnahmen der Bruchﬂa¨che ei-
nes kritisch - Punkt - getrockneten Perlmuttstu¨ckes der Abalone Haliotis tuberculata im Bereich der
Wachstumsfront. Die Pra¨paration der Probe ist im AnhangA.4 erla¨utert. Zwischen den aus Aragonit-
pla¨ttchen bestehenden ”stacks of coins“ ist die interlamellare Matrix aufgespannt (Bildteil (a)). Diese
Struktur der Wachstumsfront wurde bereits in fru¨hen TEM Untersuchungen von Bevelander, Naka-
15Ein genauer repra¨sentativer Wert fu¨r die Dichte der tatsa¨chlichen Mineralbru¨cken kann nicht angegeben werden, da die
im TEM untersuchten Bereiche zu klein sind.
16Im Englischen: X - ray photoemission electron microscopy, im Deutschen: Ro¨ntgen Photoemissionselektronenmikrosko-
pie.
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hara und Towe beobachtet [59, 60, 61, 62]. Die Tatsache, dass die organischen Schichten vor den
mineralischen Anteilen der Schale gebildet werden, wirft die Frage auf, ob die Mineralbru¨cken die
einzigen Strukturen sind, die einen Einﬂuss auf die Orientierung der Kristalle und damit auch auf
die Art des gebildeten Calciumcarbonatpolymorphs haben. Eine Auseinandersetzung mit dieser Fra-
gestellung ﬁndet in Abschnitt 3.4.6 statt, in dem die verschiedenen Wachstumsmodelle des Perlmutts
pra¨sentiert werden.
Ebenso wie in der Abb. 3.12 (b), sind auch in Abb. 3.15 (b) Poren mit einem Durchmesser von bis zu
50 nm in der interlamellaren Matrix zu sehen (Pfeil). Die Poren ko¨nnen die Funktion haben, zum einen
die ungehinderte Diﬀusion organischer Bestandteile und fu¨r die Kristallbildung notwendiger Ionen zu
gewa¨hrleisten [37] und zum anderen freie Bereiche bereitzustellen, in denen sich die Mineralbru¨cken
ausbilden ko¨nnen.
Abb. 3.15: SEM Aufnahmen einer kritisch - Punkt - getrockneten Perlmuttbruchﬂa¨che der Abalone Haliotis tu-
berculata im Bereich der Wachstumsfront. (a) Zwischen den ”stacks of coins“ sind vorgeformte Schichten der
interlamellaren Matrix aufgespannt. (b) Vergro¨ßerte Aufnahme der Wachstumsfront. Der Pfeil markiert eine
Pore in der interlamellaren Matrix. AP: Aragonitpla¨ttchen, ILM: Interlamellare Matrix.
3.4.3.3 Blockartige Aragonitschichten
Neben der typischen Struktur, bestehend aus einer Kombination von du¨nnen Aragonitpla¨ttchen und
organischen Schichten, wachsen im Perlmutt auch blockartige Aragonitschichten verschiedener Di-
cke. Diese beﬁnden sich nicht nur in Form einer Zwischenschicht innerhalb der Perlmuttschicht,
sondern formen auch vor allem eine Art Abschlussschicht auf der zum Schneckenko¨rper gerichte-
ten Innenseite der Schale [63, 64]. Beide Arten der blockartigen Aragonitschichten sind in den SEM
Aufnahmen in Abb. 3.16 (a) und (b) dargestellt. Die Abschlussschicht hat mo¨glicherweise die Funk-
tion, eine mo¨glichst glatte Beschichtung auf der Schaleninnenseite zu bilden und so ein Herauslo¨sen
der Pla¨ttchen aus dem Perlmutt durch den sich bewegenden Schneckenko¨rper zu vermeiden. Die
Abb. 3.16 (c) zeigt eine TEM Aufnahme des Querschnitts der Abschlussschicht und einiger angren-
zender Aragonitpla¨ttchen. Die Abschlussschicht weist keine einheitliche Orientierung auf, sondern
besteht aus Doma¨nen, deren Orientierung von der der darunterliegenden Aragonitpla¨ttchen abha¨ngt.
Eine Erkla¨rung fu¨r diese Abha¨ngigkeit ist das Auftreten von Mineralbru¨cken, die sich nicht nur zwi-
schen den Aragonitpla¨ttchen, sondern auch zwischen den Pla¨ttchen und der Abschluss- bzw. Zwi-
schenschicht beﬁnden (Abb 3.16 (d)), [63].
Als eine weitere Struktur, die aus dem aus Aragonitpla¨ttchen geformten Perlmutt bekannt ist, ﬁnden
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sich auch Nanoporen in den blockartigen Schichten wieder (Abb 3.16 (e)). Diese Schichten besitzen
also strukturelle A¨hnlichkeiten mit den Aragonitpla¨ttchen. Eine genauere Betrachtung zeigt zudem,
dass sich in Bereichen der blockartigen Schichten auch du¨nne interlamellare Matrixschichten beﬁn-
den (Abb. 3.16 (f)), die anscheinend gegenu¨ber der interlamellaren Matrix zwischen den Aragonit-
pla¨ttchen weniger organisches Material enthalten. Es scheint somit wa¨hrend des Wachstums der Zwi-
schenschichten kein oder nur wenig organisches Material, das die interlamellaren Schichten bildet,
von der Schnecke sekretiert zu werden. U¨ber die Aufgabe der Zwischenschicht kann nur spekuliert
werden. So kann es sich bei den Zwischenschichten um ehemalige Abschlusschichten handeln, die
im Laufe der Entwicklung der Schnecke mit neuem Perlmutt u¨berwachsen wurden. Denkbar ist au-
ßerdem, dass es fu¨r eine gewisse Zeit zu einem Aussetzen der Sekretion kommt, das mo¨glicherweise
durch Umwelteinﬂu¨sse (fehlendes Nahrungsangebot, ungewo¨hnlich schwankende Temperaturen, ...)
[65] ausgelo¨st wird. Andererseits kann es sich bei der Bildung der Zwischenschicht auch um ein inten-
diertes Wachstum handeln, das beispielsweise Auswirkung auf die mechanische Stabilita¨t der Schale
haben kann.
3.4.4 Aufbau der unlo¨slichen Matrix und der lo¨slichen Matrix
Als unlo¨sliche Matrix wird der Anteil der organischen Matrix des Perlmutts bezeichnet, der nach der
Entmineralisierung mit Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) oder niedrig konzentrierter Essigsa¨ure
bestehen bleibt und ein wesentlicher Bestandteil der interlamellaren Schichten ist. Die unlo¨sliche
Matrix entha¨lt zu einem Großteil Chitin und eventuell beﬁnden sich noch einige unterschiedliche
Proteinspezies an ihrer Oberﬂa¨che. Untersuchungen haben beispielsweise gezeigt, dass das Protein
Perlucin bei einer Entmineralisierung mit 6%iger Essigsa¨ure noch Teil der unlo¨slichen Matrix ist.
Bei einer Entmineralisierung mit 50%iger Essigsa¨ure hingegen kommt es zu einer Ablo¨sung des
Perlucins. Dieses Verhalten kann eventuell auch fu¨r weitere Proteine gelten.
Viele in der Literatur vorkommende Untersuchungen der unlo¨slichen Matrix werden fa¨lschlicherweise
als Untersuchungen der interlamellaren und intertabularen Matrix pra¨sentiert. So verwendeten sowohl
Nudelman et al. [29], als auch Bezares et al. [30] und Weiner et al. [56] zur Pra¨paration der
organischen Matrix EDTA. Dies bedeutet genau genommen, dass sie nicht wie in ihren Publikationen
beschrieben die interlamellare und intertabulare Matrix untersuchten, sondern die unlo¨sliche Matrix.
Es wird jedoch in diesem Abschnitt die Deﬁnition der zitierten Autoren beibehalten, da die Untertei-
lung der unlo¨slichen Matrix in zwei Komponenten zum Versta¨ndnis durchaus einfacher sein kann.
Dem/der Leser/in sollte jedoch bewusst sein, dass die Begriﬀe interlamellare und intertabulare Matrix
prinzipiell anders deﬁniert sind.
Erste, im Jahr 1979 vero¨ﬀentlichte TEM Untersuchungen von Nakahara [66] an den organischen
Schichten zweier Gastropoden zeigten, dass sich die interlamellare Matrix aus drei Schichten
zusammmensetzt: einem elektronentransparenten Kern und zwei elektronendichteren daru¨ber- und
darunterliegenden Schichten. Die Proben wurden wa¨hrend der Pra¨paration mit Osmiumtetroxid
gefa¨rbt und nach dem Einbetten und Schneiden mit Uranylacetat und Bleicitrat nachgefa¨rbt. Die
Verwendung der Chemikalien verursachte die unterschiedliche Elektronentransparenz der Schichten.
U¨ber die Zusammensetzung der interlamellaren Matrix konnte anhand dieser Arbeit aber noch keine
Aussage getroﬀen werden.
Eine Entmineralisierung des Perlmutts mit EDTA oder verdu¨nnter Essigsa¨ure ermo¨glicht eine
Untersuchung der Struktur der interlamellaren und intertabularen Matrix mittels SEM und AFM,
sowie eine Untersuchung der Zusammensetzung mittels immunohistochemischer Methoden17. SEM
und AFM Untersuchungen zeigen, dass die entmineralisierte organische Matrix eine wabenfo¨rmige
17Bei diesen Methoden werden Proteine mit Hilfe bestimmter (beispielsweise ﬂuoreszierender) Antiko¨rper nachgewiesen.
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Abb. 3.16: SEM und TEM Aufnahmen einer Perlmutt Querschnittspro-
be. (a) Zwischen den aus Perlmutt bestehenden Bereichen beﬁndet sich
eine blockartige Zwischenschicht aus Aragonit. (b) In der Innenseite
der Schale, die zum Schneckenko¨rper hingerichtet ist, beﬁndet sich eine
blockartige Abschlussschicht aus Aragonit. (c) U¨bersichtsaufnahme ei-
nes Bereichs, der Aragonitpla¨ttchen und die Abschlussschicht entha¨lt.
(d) Mineralbru¨cken, die eine kristalline Verbindung zwischen einem
Aragonitpla¨ttchen und einer Zwischenschicht darstellen. (e) Grenzﬂa¨che
zwischen Aragonitpla¨ttchen und Abschlussschicht. Die kristallinen Be-
reiche enthalten zahlreiche Nanoporen (Pfeil). (f) U¨bersichtsaufnahme
eines Bereiches, der Aragonitpla¨ttchen und eine Zwischenschicht
entha¨lt. Die weißen Pfeile markieren du¨nne Schichten der interlamel-
laren Matrix, die sich in der Zwischenschicht beﬁnden. AP: Aragonit-
pla¨ttchen, ZS: Zwischenschicht, H: Einbettharz AS: Abschlussschicht,
MB: Mineralbru¨cke, ILM: interlamellare Matrix, NP: Nanopore.
Struktur aufweist, die in Abb. 3.17 (a) und (b) zu erkennen ist. Die erho¨hten Ra¨nder der Waben
werden durch die intertabulare Matrix gebildet. Die Abmessungen der wabenfo¨rmigen Strukturen
entsprechen den Aragonitpla¨ttchendurchmessern. In der Mitte der Strukturen beﬁndet sich jeweils
eine wenige Nanometer große Vertiefung, die in Abb. 3.17 (a) und (b) mit schwarzen Pfeilen markiert
ist.
Immunohistochemische Untersuchungen, sowie verschieden Fa¨rbemethoden lieferten Aufschluss
u¨ber die an dieser Stelle vorkommenden Komponenten. Erste Untersuchungen dazu an dem Cepha-
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Abb. 3.17: (a) SEM Aufnah-
me und (b) AFM Aufnah-
me der Oberﬂa¨che entmine-
ralisierten Perlmutts. Die wa-
benfo¨rmige Struktur entsteht
durch die intertabulare Ma-
trix. Die schwarzen Pfeile
markieren jeweils eine Ver-
tiefung im Mittelpunkt der
Waben. Der Bildteil (b) ist
adaptiert aus [67].
lopoden (Kopﬀu¨ßler) Nautilus pompilius wurden bereits 1974 von Crenshaw et al. [68] vero¨ﬀentlicht
und stimmen weitestgehend mit den von Nudelman et al. gefundenen, im Folgenden pra¨sentierten
Ergebnissen u¨berein. Nudelman et al. [29] untersuchten den Cephalopoden Nautilus pompilius und
die Bivalve Atrina rigida und wiesen nach, dass in der Mitte der Waben bei dem Cephalopoden
ein großer Anteil Carboxygruppen18 vorkommt, der von einem sulfathaltigen Ring19 umgeben ist.
Die intertabulare Matrix ist ebenfalls reich an Carboxygruppen und Sulfaten. Aragonitnukleierende
Proteine20 beﬁnden sich bei beiden Tieren sowohl an der Stelle in der Mitte der Waben, in einem
ringfo¨rmigen Bereich um diese Stelle herum und in der intertabularen Matrix. In dem großﬂa¨chigeren
Bereich der Wabenoberﬂa¨che konnte in Nautilus pompilius, verglichen mit den anderen Bereichen,
eine geringe Konzentration an Carboxygruppen und in Atrina rigida eine geringe Konzentration der
aragonitnukleierenden Proteine nachgewiesen werden. Diese Moleku¨le ko¨nnen eventuell die beiden
von Nakahara [66] beobachteten elektronendichten Schichten bilden. Bei diesem Ru¨ckschluss muss
jedoch unbedingt beachtet werden, dass hierbei Strukturen verschiedener Klassen von Mollusken
verglichen werden. Da sich bereits das Perlmuttwachstum von Gastropoden und Bivalven unter-
scheidet, sind durchaus noch weitere Unterschiede in der Schalenstruktur und - zusammensetzung zu
erwarten. Von Bezares et al. [30] vorgenommene Untersuchungen zu der makromolekularen Struktur
der organischen Matrixschichten in der Gastropoden Haliotis rufescens zeigten jedoch, dass, obwohl
hier eine andere Klasse untersucht wurde, die Ergebnisse weitestgehend mit den von Nudelman et
al. vero¨ﬀentlichten u¨bereinstimmen. In beiden Vero¨ﬀentlichungen wird davon ausgegangen, dass
wa¨hrend des Wachstums die Aragonitpla¨ttchen der Wachstumsfront von einem Gel umgeben sind,
das Chitin und Seiden Fibroin a¨hnliche Proteine entha¨lt. Beim lateralen Wachstum der Pla¨ttchen
wu¨rde dann das Wasser aus dem Gel verdra¨ngt werden. Die festen Bestandteile wu¨rden zwischen den
Pla¨ttchen bestehen bleiben und die intertabulare Matrix bilden. Tatsa¨chlich konnte von Bezares et al.
Chitin21 als ein Hauptbestandteil der intertabularen Matrix identiﬁziert werden.
Ebenso stimmen beide Autoren mit der Hypothese u¨berein, dass sich in der Mitte der Waben ein
Ort beﬁndet, an dem bevorzugt Nukleation von Calciumcarbonat auftritt. Auf die genaue Funktion
dieser Region soll aber erst in dem die Wachstumsmodelle behandelnden Abschnitt 3.4.6 eingegangen
werden.
Das Polysaccharid Chitin ist nicht nur ein großer Bestandteil der intertabularen Matrix, sondern
auch der interlamellaren Matrix [69]. Es ist anzunehmen, dass die von Nakahara [66] dokumentierte
18Markiert u¨ber Aminoacridon.
19Markiert u¨ber kolloidales Eisen.
20Markiert u¨ber polyklonale Antiko¨rper. Dies waren Antiko¨rper gegen die aragonitnukleierende Fraktion der lo¨slichen
Matrix der Bivalven Atrina rigida.
21Markiert u¨ber Calcoﬂuor white.
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elektronentransparente Schicht aus Chitin besteht. Anhand von Ro¨ntgenbeugungsmessungen kamen
Weiner et al. [56] zu dem Schluss, dass es sich um β - Chitin22 handelt, das ein von Poren durchsetztes
Netzwerk bildet [37].
Der Einﬂuss der unlo¨slichen Matrix auf die Bildung von Calciumcarbonatkristallen wird in den
Abschnitten 4.1.2 und 4.3 behandelt.
3.4.5 Perlmuttproteine
Die lo¨sliche Matrix setzt sich aus den nach der Entmineralisierung in der Lo¨sung vorliegenden Be-
standteilen zusammen. Dazu geho¨ren zahlreiche Proteine, von denen einige in diesem Abschnitt auf-
gelistet sind. Der Einﬂuss der lo¨slichen Matrix auf die Calciumcarbonatkristallisation wird in Ab-
schnitt 4.1.1 behandelt.
Perlucin
Perlucin ist ein etwa 17 kDa23 schweres und 155 Aminosa¨uren langes Protein, das in der lo¨slichen
Matrix der Abalone Haliotis laevigata nachgewiesen werden konnte [23, 25]. Die Sequenz der ersten
32 Aminosa¨uren deutet darauf hin, dass Perlucin eine C - typ Lektin Doma¨ne entha¨lt. Lektine sind
Proteindoma¨nen, die Kohlenhydrate binden. Der Zusatz ”C - typ“ gibt an, dass die Bindung nur in
Anwesenheit von Ca2+ - Ionen stattﬁndet [70]. Perlucin ist somit das dritte Protein mit C - typ Lektin
Doma¨ne, das in einem CaCO3 - haltigen Biomineral nachgewiesen werden konnte. Die anderen beiden
Proteine sind Ovocleidin 17 [71], das in Eierschalen vorkommt, und Lithostathine, das sich im Sekret
der Bauchspeicheldru¨se beﬁndet und mit der Bildung von Pankreassteinen in Verbindung gebracht
wird [72].
Untersuchungen von Weiss et al. [23] und Blank et al. [67] zeigten, dass Perlucin die Pra¨zipitation von
CaCO3 in einer gesa¨ttigten Lo¨sung versta¨rkt und dass auf der (44¯1¯) Fla¨che von Calcit bei Anwesenheit
von Perlucin das Wachstum neuer Kristallschichten beschleunigt wird.
AP8 α/β
AP8 α und AP8 β sind saure Proteine, die aus der lo¨slichen Matrix von Haliotis rufescens gewonnen
wurden. Bei diesen Proteinen handelt es sich ebenso wie bei Perlucin um Proteine, die das Wachstum
von CaCO3 -Kristallen beschleunigen [28]. Dieses Verhalten beruht eventuell auf dem hohen Anteil
an Asparagin oder Asparaginsa¨ure (∼ 35mol%), der darauf hinweist, dass die AP8 Proteine eine hohe
Kapazita¨t fu¨r Ca2+ - Bindungen aufweisen ko¨nnten. Asparaginsa¨ure ist eine Aminosa¨ure, die zwei
Carboxygruppen (COOH) aufweist und daher sauer reagiert. Aufgrund dieser Eigenschaft kann es zu
einer Anziehung von positiven Calciumionen durch die negativ geladene Asparaginsa¨ure kommen.
Die Buchstaben AP stehen fu¨r ”aragonite proteins“ und die Zahl 8 gibt die ungefa¨hre Masse der beiden
Proteine in der Einheit kDa an. Die Zusa¨tze α und β unterscheiden die zwei Varianten des Proteins
AP8: AP8 α weist eine Masse von 8,7 kDa auf, wohingegen AP8 β mit 7,8 kDa die leichtere Variante
ist [27].
22In β - Chitin sind die Chitinfasern parallel angeordnet.
23Die Einheit Dalton [Da] wird zumeist in der Biologie und Chemie verwendet und entspricht der atomaren Masseneinheit
u= 1, 66 · 10−27kg.
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Perlustrin
Perlustrin konnte ebenso wie Perlucin in der lo¨slichen Matrix von Haliotis laevigata nachgewie-
sen werden, liegt dort jedoch mit einem geringeren Anteil vor. Die La¨nge dieses Proteins betra¨gt
84 Aminosa¨uren und die Masse ist 13 kDa [23]. Die Sequenz des Perlustrins zeigt eine 40%ige
U¨bereinstimmung des Proteins mit der N - terminalen Doma¨ne24 der insulina¨hnlichen Wachstums-
faktor - Bindungsproteine25 (IGFPB) von Sa¨ugetieren [74]. Knochen, der wie Perlmutt ein Biomineral
ist, entha¨lt einige IGFBP, die den Stoﬀwechsel im Knochen beeinﬂussen und zum Teil an das im Kno-
chen vorhandene Hydroxyapatit binden. Daher ist es mo¨glich, dass auch das Perlustrin in Perlmutt
eine a¨hnliche Funktion hat und Wachstumsfaktoren reguliert.
Perlinhibin
Perlinhibin ist ein, in der lo¨slichen Matrix von Haliotis laevigata vorkommendes, 4,8 kDa schweres
Protein mit einer La¨nge von 41 Aminosa¨uren. Untersuchungen zeigten, dass Perlinhibin speziﬁsch
an Stufen eines Calcitkristalls binden und auch bei Anwesenheit einer gesa¨ttigten CaCO3 - Lo¨sung
das Kristallwachstum inhibieren. Auf der anderen Seite verhindert das Perlinhibin eine Auﬂo¨sung
des Kristalls in reiner CaCl2 - Lo¨sung. Aufgrund des inhibitorischen Verhaltens erhielt das Protein die
Bezeichnung Perlinhibin. [24]
Lustrin A
Ebenso wie AP8 ist Lustrin A ein aus dem Perlmutt der Abalone Haliotis rufescens stammendes
Protein. Es besitzt eine Masse von 116 kDa und eine La¨nge von 1428 Aminosa¨uren. Damit ist es das
gro¨ßte der bisher gefundenen Perlmuttproteine. Lustrin A entha¨lt zehn cysteinhaltige Doma¨nen, die
durchsetzt sind mit acht prolinhaltigen Doma¨nen. Außerdem beﬁndet sich eine glycin- und serinhaltige
Doma¨ne nahe am C - Terminus26. Die C - terminale Doma¨ne weist eine hohe A¨hnlichkeit zu bekannten
Proteaseinhibitoren27 auf. [75]
Perlwapin
Perlwapin ist ein aus 134 Aminosa¨uren bestehendes, wahrscheinlich 25 kDa schweres Protein aus der
lo¨slichen Matrix von Haliotis laevigata. Die Sequenz weist drei sehr a¨hnliche Teile auf, die jeweils aus
etwa 42 Aminosa¨uren bestehen und den ”whey acidic protein“ (WAP) Doma¨nen anderer Proteine sehr
a¨hnlich sind. Eine WAP Doma¨ne ist dadurch charakterisiert, dass sie vier Disulﬁdbindungen aufweist,
die jeweils zwischen zwei Cystein Moleku¨len ausgebildet werden. Diese A¨hnlichkeit mit den WAP
Doma¨nen ist Grund fu¨r die Namensgebung des Proteins Perlwapin. Die Aminosa¨uren des dritten Teils
der Sequenz stimmen zudem zu 61,4% mit den in der WAP Doma¨ne am C - Terminus des Perlmutt-
proteins Lustrin A vorkommenden Aminosa¨uren u¨berein.
Durch Zugabe von Perlwapin wird das Kristallwachstum an Stufen der (44¯1¯) Fla¨che von Calcit in An-
wesenheit einer gesa¨ttigten CaCO3 - Lo¨sung inhibiert. Perlwapin kann daher in Perlmutt die Aufgabe
haben, das Wachstum bestimmter kristallographischer Fla¨chen der Aragonitpla¨ttchen zu hemmen [26].
24Der N - Terminus ist der Anfang eines Proteins, der eine Aminosa¨ure mit einer freien Aminogruppe (NH2) aufweist.
25Im Englischen: insulin - like growth faktor binding protein (IGFBP). IGFBP ko¨nnen insulina¨hnliche Wachstumsfaktoren
(IGF) binden [73]. Diese wiederum sind Polypeptide, die eine a¨hnliche Sequenz wie Insulin aufweisen und eine Rolle
in der Signalu¨bertragung zwischen und bei dem Wachstum und der Diﬀerenzierung von Zellen spielen.
26Der C - Terminus ist der Anfang eines Proteins, der eine Aminosa¨ure mit einer freien Carboxygruppe (COOH) aufweist.
27Moleku¨le, die Proteasen (Proteine spaltende Enzyme) hemmen.
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AP7, AP24
AP7 und AP24 sind 7 kDa bzw. 24 kDa schwere und 66 bzw. 171 Aminosa¨uren lange Proteine aus
der lo¨slichen Matrix von Haliotis rufescens. Die Namensgebung erfolgte analog zu AP8. Beide
Proteine haben eine inhibierende Wirkung auf das Wachstum auf einer Calcitoberﬂa¨che. Eine
Analyse der Sequenzen zeigte, dass die N - terminalen Regionen der Proteine Bereiche beinhalten,
die charakteristisch fu¨r Calcitbindungsdoma¨nen sind [76].
Daru¨ber hinaus wurden einige weitere Perlmuttproteine untersucht, die jedoch aus Bivalven stamm-
ten. Dazu geho¨ren zum Beispiel Pif, das speziﬁsch an Aragonitkristalle bindet und aus der Auster
Pinctada fucata stammt [77], und Nacrein, ein Protein, das ebenfalls im Perlmutt von Pinctada fucata
vorkommt und die Kristallisation von CaCO3 inhibiert [78, 79]. Diese Proteine konnten bisher jedoch
nicht in dem Perlmutt von Abalonen nachgewiesen werden.
3.4.6 Wachstumsmodelle fu¨r Perlmutt
Nachdem in Abschnitt 3.4.3 das Perlmuttwachstum bereits knapp beschrieben wurde, werden
in diesem Abschnitt zuna¨chst die verschiedenen Wachstumsmodelle, die sich vorrangig mit der
Kristallisation von CaCO3 auf der interlamellaren Matrix bescha¨ftigen, behandelt. Anschließend wird
diskutiert, inwiefern diese Modelle sich widersprechen oder erga¨nzen.
3.4.6.1 Epitaxie -Modell
Das fru¨heste Modell, das das Kristallwachstum im Perlmutt beschreiben sollte, stammt aus den 1960er
Jahren. Dieses Modell geht von einem heteroepitaktischen Kristallwachstum auf den Schichten der or-
ganischen Matrix aus [62, 80, 81]. Allerdings wurden weder experimentelle Daten noch detaillierte
theoretische U¨berlegungen, die das Modell rechtfertigen ko¨nnten, angestellt.
In den 1980er Jahren wurden dann Experimente vorgenommen, die das Modell stu¨tzen sollten. Weiner
und Traub [56] nahmen Ro¨ntgenbeugungsbilder an Schichten der unlo¨slichen Matrix auf und folger-
ten daraus, dass diese Matrix aus geordneten seidenartigen Proteinen in der β - Faltblatt - Konformation
und aus β - Chitin besteht. Sowohl die Ro¨ntgen- als auch Elektronenbeugungsexperimente [82] zeig-
ten, dass die Orientierung der Chitinfasern und der β - Faltblatt - Proteine mit der der a - und b -Achse
der Aragonitpla¨ttchen mehr oder weniger u¨bereinstimmen.
Diese experimentellen Daten scheinen mit den U¨berlegungen konform zu gehen, die bereits einige
Jahre zuvor von Weiner und Hood vero¨ﬀentlicht wurden [83]. Da in der lo¨slichen Matrix mehrerer
Mollusken Proteine mit einem hohen Anteil an Asparaginsa¨ure nachgewiesen werden konnten [48, 84]
und diese zudem in einer sich wiederholenden Sequenz vorkommen [83], stellten sie die Hypothese
auf, dass diese Sequenz mit dem Abstand der Calciumionen im Aragonit u¨bereinstimmen wu¨rde [85].
Wa¨hrend des Wachstumsprozesses lagern sich demnach die positiven Ca2+ - Ionen an der negativen
Asparaginsa¨ure an. Auf diese Weise wird ein heteroepitaktisches Wachstum induziert. Eine Frage, die
bei diesen modellhaften U¨berlegungen jedoch oﬀen bleibt, ist die, weshalb die Aragonitpla¨ttchen in
Gastropoden sich an einer bestimmten, ra¨umlich stark begrenzten Stelle bilden und anschließend la-
teral ausdehnen und sich nicht, wie es das Epitaxie -Modell vorschreiben mu¨sste, unmittelbar auf der
gesamten Fla¨che der interlamellaren Matrix ausbilden.
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3.4.6.2 Ionotroper Effekt
Das ionotrope Modell nach Greenﬁeld et al. [86] stellt einen Gegensatz zu dem Epitaxie -Modell dar.
Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass die Orte, an denen eine Bindung der Ca2+ - Ionen
erfolgt, ra¨umlich auf der interlamellaren Matrix festgelegt sind. Die gebundenen Calciumionen zie-
hen dann Anionen an. Bei der extrapallialen Flu¨ssigkeit, deren Zusammensetzung der von Seewasser
a¨hnlich ist [49], handelt es sich bei diesen Anionen um Carbonationen, die wiederum Calciumionen
anziehen. Die hohe lokale Konzentration der Precursor - Ionen fu¨hrt zu der Nukleation von CaCO3.
Anders als bei dem Epitaxie -Modell lagern sich die Calciumionen hier nicht mit einem Abstand, der
den Gitterabsta¨nden des Aragonits entspricht, auf der interlamellaren Matrix an. Es ist daher mo¨glich,
dass sich zuna¨chst amorphes Calciumcarbonat (ACC) bildet. Diese Mo¨glichkeit wird im na¨chsten Ab-
schnitt 3.4.6.3 behandelt.
Das ionotrope Modell la¨sst sich gut mit den bereits in Abschnitt 3.4.4 vorgestellten Beobachtungen von
Nudelman et al. [29] und Bezares et al. [30] vereinen. Neben aragonitnukleierenden Proteinen konnten
in diesen Arbeiten carboxy- und sulfathaltige Bestandteile in einer Zone auf der unlo¨slichen Matrix
nachgewiesen werden. Sulfate ko¨nnen als Polyanionen wirken, deren Feld eine anziehende Wirkung
auf die Calciumionen ausu¨bt. Somit wird u¨ber den ionotropen Eﬀekt eine lokale U¨bersa¨ttigung er-
zeugt und die Nukleation kann erfolgen. Anders als Greenﬁeld et al. [86], kombinieren Nudelman et
al. [29] in ihrer Theorie den ionotropen Eﬀekt mit der Mo¨glichkeit heteroepitaktischen Wachstums.
Der Nachweis von Carboxygruppen in der Zone auf der unlo¨slichen Matrix kann demnach eventuell
dem Vorkommen von Asparaginsa¨ure zugeschrieben werden, die in einer sich wiederholenden Se-
quenz in Matrixproteinen vorkommt. Die Carboxygruppen, die Teil dieser geordneten Proteine sind,
bewirken somit eine Bindung des Calcium in einer geordneten Weise und es kommt zu einer Anpas-
sung des Kristallgitters an die sauren Gruppen der Proteine [83]. Nachdem u¨ber den ionotropen Eﬀekt
eine U¨bersa¨ttigung erzeugt wurde, kann nach dieser Hypothese das Wachstum des Minerals auf dem
geordneten carboyxhaltigen Bereich der unlo¨slichen Matrix erfolgen.
3.4.6.3 Amorphe Precursor
Wie in dem vorhergehenden Absatz erwa¨hnt, kommt es nicht unbedingt zu einer sofortigen Kris-
tallisation aus der Lo¨sung heraus, sondern zu einer Bildung einer amorphen U¨bergangsphase. Solch
eine Bildung amorpher Phasen konnte in verschiedenen Biomineralien nachgewiesen werden [87].
Beispielsweise beﬁndet sich in den Za¨hnen von Polyplacophora (Ka¨ferschnecken) amorphes Calci-
umphosphat, das mehrere Tage stabil vorliegt, bis es sich in Dahllit28 umwandelt [88].
Die Mineralien ko¨nnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. In die Mineralien, die im amorphen Zu-
stand stabil sind, und in die Mineralien, die im amorphen Zustand metastabil sind und sich spontan in
kristalline Phasen umwandeln. Zum Erhalt der amorphen Phase muss dann eine Stabilisierung statt-
ﬁnden, die vom Organismus gesteuert wird [1].
Amorphes Calciumcarbonat geho¨rt zu der zweiten Gruppe. Die Umwandlung von ACC Precursorn,
die sich eventuell wa¨hrend des Wachstums im Perlmutt der Schale bilden, in kristallines CaCO3
ist demnach thermodynamisch bevorzugt und vollzieht sich schnell [89]. Ein Nachweis von ACC
in Perlmutt konnte bisher nicht erbracht werden. Lediglich Untersuchungen an den Schalen von
Gastropoden- und Bivalvenlarven [90, 91], in denen ACC nachgewiesen wurde, ko¨nnen ein Hinweis
darauf sein, dass auch die adulten Tiere ACC Precursor wa¨hrend des Schalenwachstums verwenden.
28Hydroxylapatit Ca5(PO4)3(OH).
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3.4.6.4 Mineralbru¨cken
Das Modell der Mineralbru¨cken, die bereits in Abschnitt 3.4.3 behandelt wurden, geht davon aus,
dass wa¨hrend des Wachstums die Aragonitpla¨ttchen u¨ber Poren in der interlamellaren Matrix von
einer Schicht in die na¨chste wachsen und Informationen u¨ber die Kristallorientierung und das
Polymorph auf diese Weise transferiert werden. Die organischen Bestandteile und die interlamellare
Matrix als Templat spielen in der einfachen Version dieses Modells keine Rolle. Untersuchungen
an Perlmutt haben gezeigt, dass Mineralbru¨cken tatsa¨chlich u¨bereinanderliegende Aragonitpla¨ttchen
verbinden [19, 20]. Eine Struktur, die alleinig das Perlmuttwachstum beeinﬂusst, sind sie aber sicher-
lich nicht. Vielmehr ist davon auszugehen, dass eine Kombination der verschiedenen Modelle vorliegt.
3.4.6.5 Kombination der Wachstumsmodelle
Eine Betrachtung des Epitaxie -Modells allein wu¨rde, wie bereits geschrieben, nicht erkla¨ren,
weshalb sich ein Aragonitpla¨ttchen in Gastropoden an einem Ort bildet und von dort ausbreitet.
Das ionotrope Modell erkla¨rt zwar diese lokal begrenzte Bildung, kann aber erst in Kombination
mit dem Epitaxie -Modell das Wachstum von Aragonit begru¨nden. Mo¨glich wa¨re es außerdem, das
ionotrope Modell stattdessen mit dem Modell der Mineralbru¨cken zu kombinieren. Der carboxy-
und sulfathaltige Bereich der unlo¨slichen Matrix beﬁndet sich direkt u¨ber einem darunter geformten
Aragonitpla¨ttchen. Dieser Bereich ist folglich die Region, in der sich die ersten Mineralbru¨cken
ausbilden. U¨ber den ionotropen Eﬀekt erho¨ht sich an diesem Ort die Konzentration an Calcium-
und Carbonationen und die Ansa¨tze der Mineralbru¨cken bilden ein Substrat, an dem Nukleation
stattﬁnden kann und von wo aus die Information u¨ber die Art des CaCO3 - Polymorphs u¨bertragen
wird.
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3.5 Rasterelektronenmikroskopie
Die Rasterelektronenmikroskopie29 (SEM) kann verwendet werden, um die Morphologie und
zu einem gewissen Teil auch die Zusammensetzung einer Probe zu bestimmen. Mit einem
Auﬂo¨sungsvermo¨gen im Bereich von wenigen Nanometern wird ein SEM in der Regel eingesetzt,
wenn die Auﬂo¨sung eines Lichtmikroskops nicht genu¨gt und die hohe Vergro¨ßerung eines Transmis-
sionselektronenmikroskops nicht beno¨tigt wird.
In einem SEM werden die Elektronen zuna¨chst von einer Kathode emittiert und bewegen sich durch
die Mikroskopsa¨ule. Dort wird der Elektronenstrahl u¨ber magnetische und elektrostatische Linsen
gebu¨ndelt und verkleinert, so dass der Strahldurchmesser auf der Probe lediglich wenige Nanometer
betra¨gt. Die Auﬂo¨sung des SEM Bildes wird unter anderem durch diesen Strahldurchmesser bestimmt.
Weitere Einﬂu¨sse haben Linsenfehler wie der Astigmatismus und die eingestellte Beschleunigungs-
spannung der Elektronen. Zur Bilderzeugung wird der Elektronenstrahl u¨ber Spulenpaare abgelenkt
und u¨ber die Probenoberﬂa¨che gerastert. Die Prima¨relektronen (PE), die auf die Probe treﬀen, wech-
selwirken mit dieser. Auf diese Weise werden u.a. Sekunda¨r- und Ru¨ckstreuelektronen erzeugt, die
detektiert werden ko¨nnen. Abb. 3.18 zeigt eine schematische Darstellung der ”Anregungsbirne“ oder
auch ”Diﬀusionswolke“, die den Bereich markiert, in dem eine Anregung im Probenmaterial durch die
einfallenden Prima¨relektronen auftreten kann. Neben den bereits erwa¨hnten Sekunda¨relektronen (SE)
und Ru¨ckstreuelektronen30 (BSE) entstehen bei der Wechselwirkung zwischen Probenmaterial und
Prima¨relektronen auch Auger - Elektronen (AE) und Ro¨ntgenstrahlung (RS). Da diese jedoch nicht im
Rahmen dieser Arbeit zur Charakterisierung der Probe verwendet wurden, werden im Folgenden nur
die Sekunda¨r- und Ru¨ckstreuelektronen na¨her beschrieben.
Abb. 3.18: Schematische Darstel-
lung der ”Anregungsbirne“, d.h. des
Bereichs, in dem die einfallenden
Prima¨relektronen (PE) mit der Probe
wechselwirken. Bei dieser Wechsel-
wirkung entstehen Sekunda¨relektronen
(SE), Ru¨ckstreuelektronen (BSE), Auger -
Elektronen (AE) und Ro¨ntgenstrahlung
(RS). Beim Austritt aus der Probe ko¨nnen
die BSE weitere SE erzeugen. Mit ”d“ ist
die Probenschicht gekennzeichnet, aus der
SE stammen ko¨nnen.
29Im Englischen: scanning electron microscopy (SEM).
30Im Englischen: backscattered electrons (BSE).
28
3.5 Rasterelektronenmikroskopie
3.5.1 Sekunda¨relektronen
Sekunda¨relektronen entstehen, wenn die Prima¨relektronen inelastisch an dem Probenmaterial gestreut
werden. Bei diesem Streuprozess erhalten Elektronen aus a¨ußeren Schalen der Probenatome genug
Energie durch die Prima¨relektronen, um die Atome zu verlassen und in Bewegung versetzt zu werden.
Einige dieser so erzeugten Sekunda¨relektronen passieren die Probenoberﬂa¨che und ko¨nnen detektiert
werden. Die wahrscheinlichste kinetische Energie, die die Sekunda¨relektronen erhalten, liegt zwi-
schen 2 und 3 eV (abha¨ngig von der Austrittsarbeit des Probenmaterials) [92]. Aufgrund der geringen
Energie treten die Sekunda¨relektronen nur aus oberﬂa¨chennahen Schichten (Dicke d = 10 - 100Å) der
Probe aus. Nur diese Sekunda¨relektronen ko¨nnen verwendet werden, um Hochauﬂo¨sung der Probe zu
erhalten, da das Austrittsgebiet durch die geringe Schichtdicke d und durch den ebenfalls geringen
Durchmesser des Prima¨rstrahls begrenzt ist [93].
Der Kontrast im Sekunda¨relektronenmodus ergibt sich durch Fla¨chenneigungen, Abschattung und
erho¨hte Emission an Kanten.
3.5.2 Ru¨ckstreuelektronen
Neben inelastischer kann auch eine elastische Streuung der Prima¨relektronen in der Probe erfolgen.
Nach mehreren elastischen Streuereignissen ko¨nnen diese Elektronen wieder an die Probenoberﬂa¨che
gelangen, aus der Probe austreten und Ru¨ckstreuelektronen bilden. Ru¨ckstreuelektronen besitzen
Energien im Bereich der Prima¨renergie (Energie der Prima¨relektronen) bis hinunter zu etwa 50 eV.
Auf ihrem Weg durch die Probe ko¨nnen sie durch inelastische Streuprozesse Sekunda¨relektronen
erzeugen. Die Sekunda¨relektronen, die dabei nahe der Probenoberﬂa¨che gebildet werden, ko¨nnen die
Probe verlassen. Diese so erzeugten Sekunda¨relektronen stammen nicht wie die zuvor beschriebenen
Sekunda¨relektronen aus dem Bereich, in dem der Elektronenstrahl auftriﬀt, sondern ko¨nnen aus
einer Fla¨che mit einem Durchmesser von 100 nm bis mehreren μm um den Auftreﬀpunkt des
Prima¨rstrahls austreten [93]. Das Gleiche gilt fu¨r die Ru¨ckstreuelektronen. Hochauﬂo¨sung kann mit
diesen Elektronen daher nicht erhalten werden.
Ein Maß fu¨r die Ru¨ckstreuung ist der Ru¨ckstreukoeﬃzient η= nBS E/nS E . Mit nBS E ist die An-
zahl der Ru¨ckstreuelektronen und mit nS E die Anzahl der Strahlelektronen bezeichnet [94]. Der
Ru¨ckstreuungkoeﬃzient η erho¨ht sich mit wachsender Ordnungszahl Z der streuenden Atome.
Dies bedeutet, dass im BSE Modus Probenbereiche mit unterschiedlichen Elementen unterschieden
werden ko¨nnen. Bereiche, die schwerere Elemente enthalten, erscheinen heller.
Zur Detektion der Sekunda¨r- und Ru¨ckstreuelektronen ko¨nnen Everhart - Thornley Detektoren,
die aus einer Kombination aus Szintillator und Photomultiplier aufgebaut sind [95] und sich innerhalb
der Probenkammer beﬁnden, verwendet werden. Ein Sekunda¨relektronendetektor weist ein Potential
am Bereich von + 250V auf, um die Sekunda¨relektronen aufzufangen [92]. U¨ber ein weiteres
positives Potential werden die Sekunda¨relektronen weiter auf den Szintillator beschleunigt. In der
Regel beﬁndet sich dieser Detektor neben der Probe. Ein Ru¨ckstreuelektronendetektor hingegen ist
u¨ber der Probe positioniert und besitzt eine Ringform. Da die Ru¨ckstreuelektronen eine wesentlich
ho¨here Energie als die Sekunda¨relektronen aufweisen, werden sie durch das anziehende Feld eines
Sekunda¨relektronendetektors kaum beeinﬂusst. Im Gegensatz zu einem Sekunda¨relektronendetektor
besitzt ein Ru¨ckstreuelektronendetektor kein oder sogar ein leicht negatives Potential, um so die
zusa¨tzliche Detektion von niederenergetischen Sekunda¨relektronen zu vermeiden [92].
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3.6 Transmissionselektronenmikroskopie
In diesem Abschnitt werden die auf Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) basierenden Unter-
suchungsmethoden vorgestellt, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, um Informationen
u¨ber die Struktur und die Zusammensetzung der Proben zu erhalten.
Zu diesen Methoden, die eine strukturelle Untersuchung erlauben, geho¨ren vor allem die konventio-
nelle Transmissionselektronenmikroskopie (CTEM31 oder auch TEM), die Rastertransmissionselek-
tronenmikroskopie32 (STEM) und die Elektronenbeugung. Eine Bestimmung der chemischen Zusam-
mensetzung der Probe wird u¨ber spektroskopische Methoden wie Elektronenenergieverlustspektros-
kopie (EELS) und energiedispersive Ro¨ntgenspektroskopie (EDX) mo¨glich.33
Bevor diese Untersuchungmethoden na¨her vorgestellt werden, wird zuna¨chst die Wellennatur der
Elektronen kurz behandelt.
3.6.1 Elektronen als Welle
In der Elektronenmikroskopie haben Elektronen die gleiche Bedeutung wie Photonen sie in der Licht-
mikroskopie haben. Die Tatsache, dass Elektronen nicht nur Teilchen-, sondern auch Wellencharakter
besitzen, ist dabei von zentraler Relevanz.
Teilchen, die Welleneigenschaften aufweisen, kann daher auch eine Wellenla¨nge zugewiesen werden.
Diese Wellenla¨nge
λ =
h
p
(3.4)
wird nach ihrem Entdecker de Broglie Wellenla¨nge genannte. In dieser Formel ist p der Impuls des
Teilchens und h das Plancksche Wirkungsquantum.
Ein Elektron, das im TEM die Beschleunigungsspannung U durchla¨uft, erha¨lt die kinetische Energie
Ekin = eU.
Die Gesamtenergie des Elektrons setzt sich dann aus der Ruheenergie und der kinetischen Energie
zusammen:
EGes = Ekin + ERuhe
= eU + mc2 (3.5)
Mit m ist die Ruhemasse des Elektrons und mit c die Lichtgeschwindigkeit bezeichnet.
Fu¨r die Gesamtenergie eines Elektrons gilt außerdem der Zusammenhang:
E2Ges = p
2c2 + m2c4. (3.6)
Einsetzen der Formeln 3.4 und 3.5 liefert nach einer Umformung die Wellenla¨nge der Elektronen:
λ =
h√
2Ume(1 + eU2mc2 )
. (3.7)
Bei einer Beschleunigungsspannung von U = 300 kV ergibt sich eine Wellenla¨nger der Elektronen von
λ ≈ 1,97 pm.
31Im Englischen: conventional transmission electron microscopy (CTEM).
32Im Englischen: scanning transmission electron microscopy (STEM).
33Auch anhand von TEM und STEM Hochauﬂo¨sungsaufnahmen ko¨nnen Zusammensetzungen bestimmter Proben ermittelt
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Proben sind jedoch fu¨r diese Arten der Auswertung nicht geeignet.
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3.6.2 Konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie
Dieser Abschnitt behandelt die konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie (CTEM oder
auch TEM). Bei diesem Betriebsmodus des TEM fa¨llt ein paralleler Elektronenstrahl auf eine Pro-
be. Der Strahlenverlauf ist in Abb. 3.19 dargestellt. Nach einer Beschreibung des Aufbaus eines TEM
werden die Kontrastentstehungen im Mikroskop erla¨utert.
Abb. 3.19: Schema-
tische Darstellung
des Aufbaus und
des Strahlengangs in
einem TEM im Abbil-
dungsmodus (links)
und im Beugungsmo-
dus (rechts). Die roten
Linien verdeutlichen
die von einem Punkt
der Probe ausge-
henden gebeugten
Elektronenstrahlen.
Die Darstellung des
Aufbaus ist an dem
TEM TITAN 80/300
orientiert. Adaptiert
aus [96].
3.6.2.1 Aufbau
Abb. 3.19 zeigt den schematischen Aufbau eines TEM und die Verla¨ufe der Elektronenstrahlen im
Abbildungs- und im Beugungsmodus.
Im Wesentlichen setzt sich ein TEM aus den folgenden Komponenten zusammen:
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- Elektronenquelle
- Kondensorsystem
- Probe
- Objektivlinse
- Abbildungseinheit
- Fluoreszenzschirm bzw. Detektor
Als Elektronenquelle ko¨nnen verschiedene Kathodenarten fungieren. Die in dieser Arbeit
hauptsa¨chlich verwendeten TEM TITAN 80/300 und CM20 UT weisen beispielsweise eine
warme Schottky - Feldemissionskathode bzw. eine thermische LaB6 (Lanthanum Hexaborid) Kathode
auf. Bei der warmen Schottky - Feldemissionskathode wird ein Filament aufgeheizt, so dass die
sich darin beﬁndlichen Elektronen auf ho¨here Energieniveaus angeregt werden. U¨ber ein statisches
elektrisches Feld wird zudem die Energie verringert, die die Elektronen besitzen mu¨ssen, um die
Quelle verlassen zu ko¨nnen.
Bei einer thermische Kathode wird das Kathodenmaterial so stark erhitzt, dass die Elektronen an
Energie gewinnen und die Wahrscheinlichkeit steigt, dass sie ins Vakuum gelangen ko¨nnen.
Das Kondensorsystem besteht aus mehreren Linsen und Blenden und hat die Aufgabe, die Be-
leuchtung der Probe durch die Strahlelektronen zu regeln. Eine der Blenden dieses Systems ist
die C2 - Blende, mit der die Zahl der auf der Probe auftreﬀenden Elektronen verringert und somit
die Elektronenstrahlintensita¨t reduziert werden kann. Diese Blende wird in Abschnitt 5.3.2.3 noch
Erwa¨hnung ﬁnden.
Die Probe beﬁndet sich zwischen der zweigeteilt ausgefu¨hrten Objektivlinse und muss, um elektro-
nentransparent zu sein, eine geringe Dicke im Bereich von 100 nm aufweisen.
Die Objektivlinse liefert eine erste Vergro¨ßerung der Abbildung der Probe. In der hinteren Brennebene
der Objektivlinse beﬁndet sich die Objektivblende. Da dies ebenfalls die Ebene des Beugungsbildes
ist, kann die Blende verwendet werden, um bestimmte Reﬂexe des Beugungbildes zur Abbildung zu
selektieren. Wird mit der Blende der Prima¨rreﬂex gewa¨hlt und zur Abbildung verwendet, so entsteht
die sogenannte Hellfeldabbildung. Eine Dunkelfeldabbildung entsteht hingegen, wenn einer der
u¨brigen Reﬂexe zur Abbildung verwendet wird. Eine Dunkelfeldaufnahme kann genutzt werden, um
unterschiedlich orientierte, kristalline Bereiche einer Probe zu unterscheiden. In dieser Arbeit werden
ebenfalls die Abbildungen, bei denen mehrere der u¨brigen Reﬂexe zur Abbildung verwendet werden,
mit dem Begriﬀ Dunkelfeldabbildung versehen.
In der hinteren Bildebene der Objektivlinse beﬁndet sich die Feinbereichsblende34 (SAD Blende),
mit der ein bestimmter Probenbereich gewa¨hlt und dessen Beugungsbild untersucht werden kann.
In dem nachfolgenden Teil der Mikroskopsa¨ule beﬁnden sich weitere Linsen, die eine erneute
Vergro¨ßerung der Abbildung bewirken. Die Zwischenlinse wird außerdem verwendet, um die hintere
Brennebene oder die Bildebene der Objektivlinse abzubilden. Auf diese Weise ko¨nnen Beugungsbil-
der bzw. Abbildungen der Probe erhalten werden.
Die Abbildung kann entweder auf einem Fluoreszenzschirm, einer CCD35 Kamera oder auf ”imaging
plates“ erfolgen. Bei ”imaging plates“ handelt es sich um Platten, auf denen sich eine Schicht kleiner
Kristalle beﬁndet. Diese Kristalle, bestehend aus dotiertem Barium Fluorbromid, werden von den
auftreﬀenden Elektronen in einen semistabilen Zustand angeregt. Mittels eines speziellen Scanners,
der mit rotem Laserlicht arbeitet, ko¨nnen die Informationen aus den ”imaging plates“ ausgelesen und
34Im Englischen: selected area diﬀraction (SAD) aperture.
35Charge - coupled device.
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digital gespeichert werden.
Bei den Linsen in einem TEM handelt es sich um elektromagnetische Linsen, in denen die Elektronen
mit einer Geschwindigkeit v u¨ber die Lorentzkraft F = e (v × B ) abgelenkt werden. Um eine Fokus-
sierung des Elektronenstrahls zu erreichen, mu¨ssen die Magnetfelder B inhomogen sein. Ebenso wie
Glaslinsen weisen auch elektromagnetische Linsen Linsenfehler auf. Dazu geho¨ren die spha¨rische und
chromatische Aberration, Koma und Astigmatismus.
Manche TEM (wie das u.a. verwendetet TITAN 80/300) sind mit einem Cs - Korrektor ausgestattet.
Dieser dient zur Korrektur der spha¨rischen Aberration, erleichtert die Behebung des Objektivlinsen-
astigmatismus deutlich und kann außerdem genutzt werden, um weitere Linsenfehler der Objektivlinse
zu korrigieren [97].
3.6.2.2 Kontrastentstehung
Im TEM ko¨nnen verschiedene Arten der Kontrastentstehung auftreten, die in diesem Abschnitt vorge-
stellt werden.
3.6.2.2.1 Beugungskontrast
Beugungskontrast tritt auf, wenn die Objektivblende in den Strahlengang eingefu¨gt wird und nur Elek-
tronen, die in eine bestimmte Richtung abgebeugt wurden, fu¨r die Abbildung verwendet werden. Je
nach Position der Blende unterscheidet man, wie in Abschnitt 3.6.2.1 erwa¨hnt, zwischen Hell- und
Dunkelfeldaufnahmen. Dieser Art des Kontrastes liegt die Beugung der Elektronen an den Proben
zugrunde. Der folgende Abschnitt bescha¨ftigt sich daher mit der Elektronenbeugung.
Elektronenbeugung
Abb. 3.20: Schematische Darstellung
der Braggbeugung. Mit d ist der
Abstand der Netzebenen bezeichnet.
Die Elektronenstrahlen sind als blaue
Linien eingezeichnet.
Fa¨llt eine ebene Elektronenwelle auf eine kristalline Probe, so
ergibt sich im TEM in der hinteren Brennebene der Objektiv-
linse ein Punktbeugungsbild. Die Absta¨nde der einzelnen Reﬂe-
xe im Beugungsbild zueinander tragen Informationen u¨ber die
Netzebenenabsta¨nde, die Orientierung und die kristalline Struk-
tur der untersuchten Probe.
Die schematische Darstellung in Abb. 3.20 verdeutlicht die
Beugung unter der Braggbedingung. Dargestellt sind parallele
Strahlen, die unter dem Winkel θ auf eine Netzebenenschar fal-
len und an dieser gebeugt werden. Ein sichtbarer Reﬂex tritt
auf, wenn zwei an benachbarten Netzebenen (mit dem Netz-
ebenenabstand d) reﬂektierte Strahlen konstruktiv miteinander
interferieren. Um diese Bedingung zu erfu¨llen, muss der Gang-
unterschied zwischen den Strahlen ein ganzzahliges Vielfaches
n der Wellenla¨nge λ sein. Die Braggbedingung lautet:
nλ = 2dsinθ.
Fu¨r die (100) - Ebenen von Aragonit gilt beispielsweise der
Netzebenenabstand d = 0,4962 nm. Mit einer Wellenla¨nge λ von
1,97 pm, die bei der Beschleunigungsspannung U = 300 kV gilt,
ergibt sich fu¨r den Beugungswinkel θ100 = 0,1137◦. Fu¨r derartig
kleine Winkel gilt sinθ ≈ θ und die Braggbedingung vereinfacht
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sich zu
nλ = 2dθ. (3.8)
Fu¨r den Winkel θ gilt außerdem der Zusammenhang
R
L
= tan2θ ≈ 2θ, (3.9)
der in Abb. 3.21 verdeutlicht ist. 2θ ist der Winkel zwischen dem ungebeugten und dem gebeugten
Elektronenstrahl, L ist die Kamerala¨nge, die ein Maß fu¨r den Abstand zwischen der Probe und dem
Detektor ist, und R ist auf dem Detektor der Abstand eines Reﬂexes zum Prima¨rreﬂex . Eine Kom-
bination der Gleichungen 3.8 und 3.9 ergibt fu¨r Beugungsreﬂexe erster Ordnung (n= 1) den Zusam-
menhang
λL = Rd,
der genutzt werden kann, um anhand der Positionen der Beugungsreﬂexe die zugeho¨rigen Netzebe-
nenabsta¨nde d und damit die Kristallstruktur und die Probenorientierung bestimmen zu ko¨nnen.
Abb. 3.21: Vereinfachte Darstel-
lung des Strahlenganges im Elek-
tronenmikroskop. Die Elektro-
nenstrahlen sind als blaue Linien
eingezeichnet.
3.6.2.2.2 Phasenkontrast
Bei Proben, die lediglich einige Atomlagen dick sind, u¨berwiegen die Phasenverschiebungen, die die
Elektronenwellen im Objekt erfahren, gegenu¨ber der Schwa¨chung der Amplitude der Elektronenwel-
len.
Eine ebene Elektronenwelle Ψ0, die eine Wechselwirkung mit dem elektrostatischen Potential des
Objektes erfa¨hrt, erha¨lt die ortsabha¨ngige Phasenverschiebung η(r ). Die Austrittswelle ist dann
Ψe = Ψ0eiη(r ).
Im idealen Fall passiert die Welle Ψe die Objektivlinse ohne Abbildungsfehler und wird anschließend
in der hinteren Brennebene zu einem Beugungsbild fokussiert. Das Beugungsbild ist die Fouriertrans-
formierte der Austrittswellenfunktion Ψe. La¨uft die Welle im Anschluss daran wieder auseinander, so
erha¨lt man in der Bildebene der Objektivlinse eine ebene Projektion der Wellenfunktion ΨIP, die der
inversen Fouriertransformation des Beugungsbildes entspricht.
ΨIP = F
−1[F[Ψe]] = Ψe (3.10)
Die Intensita¨t in der Bildebene ist u¨ber
I = |Ψe|2 = ΨeΨ∗e = |Ψ0|2eiη(r )e−iη(r ) = |Ψ0|2 = konstant
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gegeben. Die Intensita¨t ist also in der Bildebene konstant. Dies bedeutet, dass unter den vorgegebenen
Bedingungen keine Informationen im Bild enthalten sind.
In einem realen System mu¨ssen jedoch die Einﬂu¨sse von Aberrationen und Defokus beru¨cksichtigt
werden. Auf diese Weise ko¨nnen Informationen in einem Bild erhalten werden.
Als Defokus Δ f bezeichnet man den Wert, um den sich die Gegenstandsweite bei einer A¨nderung
des Objektivlinsenstroms vera¨ndert. Diese Vergro¨ßerung bzw. Verkleinerung der Gegenstandsweite
bewirkt eine Phasenverschiebung der Elektronenwellen:
χΔ f (q ) = πλΔ fq 2.
Außerdem wird durch die spha¨rische Aberration eine Phasenverschiebung
χsph(q ) =
π
2
CS λ3q 4
verursacht, da zwischen den Wellenfronten einer aberrationsbehafteten und einer idealen Welle ein
Wegunterschied herrscht. CS ist die spha¨rische Aberrationskonstante.
Die gesamte Phasenverschiebung ist:
χ(q) = πλΔ fq2 +
π
2
CS λ3q4.
Die durch Aberration und Defokus erzeugte Phasenverschiebung wird durch Einbinden der Punktver-
waschungsfunktion P(r) beru¨cksichtigt. Die Wellenfunktion in der Bildebene ergibt sich dann aus:
ΨIP(r) = Ψe(r ) ⊗ P(r). (3.11)
Die Einfu¨hrung von P(r ) beschreibt die ”Verwaschung“ eines Objektpunktes im Bild durch die Wir-
kung der Abbildungsfehler, so dass in einem Bildpunkt die Informationen aus mehreren Probenpunk-
ten vorhanden sind. Unter Verwendung des Faltungstheorems36 ist Gl. (3.11) darstellbar als37:
ΨIP(r ) = F−1[Ψe(q )P(q )] = F−1[Ψe(q )eiχ(q )].
Dabei ist P(q ) = eiχ(q ) die koha¨rente U¨bertragungsfunktion. Diese Funktion bewirkt, dass keine per-
fekte Abbildung mehr stattﬁndet und die Raumfrequenzen q nicht mehr gleich stark u¨bertragen wer-
den.
Die beste Punktauﬂo¨sung mit einem anna¨hernd gleichen Kontrast in einem mo¨glichst großen Raum-
frequenzbereich erha¨lt man im sogenannten Scherzer Defokus Δfscherzer = −1, 2
√
CS λ [99].
3.6.3 Rastertransmissionselektronenmikroskopie
Das in dieser Arbeit u.a. verwendetete TEM TITAN 80/300 kann neben dem TEM Modus auch im
rastertransmissionselektronenmikroskopischen (STEM) Modus betrieben werden. Abb. 3.22 zeigt die
schematische Darstellung des Strahlengangs in diesem Modus, in dem ein konvergenter Elektronen-
strahl mittels Deﬂektionsspulen u¨ber die Probe gerastert wird. Die Fla¨che, die durch diesen fokus-
sierten Elektronenstrahl beleuchtet wird, betra¨gt 1 - 2Å. U¨ber einen ringfo¨rmigen HAADF38 Detektor
werden die Elektronen zur Abbildung detektiert, die unter großen Winkeln von der Probe gestreut wer-
den. Dazu geho¨ren die unter großen Winkeln thermisch diﬀus gestreuten Elektronen. Unter thermisch
36F[ f (r) ⊗ g(r)] = F[ f (r)] · F[g(r)].
37Wird zudem eine Objektivblende in den Strahlengang eingefu¨gt, so erweitert sich der Ausdruck fu¨r die Wellenfunktion in
der Bildebene um die Blendenfunktion A(q), die bewirkt, dass einige Raumfrequenzen q nicht mehr u¨bertragen werden
[98]: ΨIP(r ) = F−1[Ψe(q )A(q)eiχ(q )].
38Im Englischen: high angle annular dark ﬁeld.
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diﬀuser Streuung versteht man die Streuung der Elektronen an Kristallphononen39. Die Intensita¨t die-
ser thermisch diﬀus gestreuten Elektronen ist von der Ordnungzahl Z der Probenatome abha¨ngig [100].
Probenbereiche, die schwerere Atome enthalten als andere Bereiche, erscheinen in STEM Aufnahmen
heller. Aufgrund dieser Z -Abha¨ngigkeit wird im Falle des Kontrastes in STEM Aufnahmen auch von
Z -Kontrast gesprochen.
Die Elektronen, die nur schwach gestreut wurden, ko¨nnen den ringfo¨rmigen HAADF Detektor in der
Mitte passieren und beispielsweise fu¨r die Aufnahme von Elektronenenergieverlustspektren verwen-
det werden.
Abb. 3.22: Schematische Darstellung
des Strahlengangs in einem TEM im
STEM Modus. In rot sind die unter
großen Winkeln und in blau die unter
kleinen Winkeln gestreuten Elektronen
eingezeichnet. Die Darstellung des
Aufbaus ist an dem TEM TITAN 80/300
orientiert. Adaptiert aus [96].
3.6.4 Elektronenenergieverlustspektroskopie
Elektronenenergieverlustspektroskopie40 (EELS) bietet die Mo¨glichkeit, die chemische Zusammen-
setzung einer Probe zu untersuchen. Ein EELS Spektrum zeigt die Energieverteilung der Elektronen,
die mit den Proben wechselgewirkt haben. In dem Spektrum ist dabei die Signalintensita¨t gegen den
Energieverlust der Elektronen aufgetragen. Der Energieverlust kommt durch inelastische Streuung
der einfallenden Elektronen im TEM an den Probenatomen zustande. Abb. 3.23 zeigt Beispiele fu¨r
EELS Spektren.
39Phonon: quantisierte Gitterschwingung eines Kristalls.
40Im Englischen: electron energy loss spectroscopy (EELS).
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Abb. 3.23: Beispiele fu¨r EELS Spektren. (a) EELS Spektrum bei geringen Energieverlusten. Neben dem ”zero -
loss peak“ bei einem Energieverlust von 0 eV ist der Plasmon Peak bei einem Energieverlust von 5 - 25 eV zu
erkennen. (b) EELS Spektrum bei ho¨heren Energieverlusten. Zu erkennen sind die C K - und die Ca L -Kante.
Das gro¨ßte im EELS Spektrum vorkommende Signal liegt bei einem Energieverlust von etwa 0 eV
und wird ”zero - loss peak“ genannt. Dieses Signal ergibt sich durch ungestreute Elektronen und
durch solche, die beim Wechselwirken mit der Probe keinen signiﬁkanten Energieverlust erfahren
haben. Bei einem Energieverlust von 5 - 25 eV tritt der Plasmon Peak auf, der durch die Anregung von
Plasmonen in der Probe erzeugt wird [101]. Bei ho¨heren Energieverlusten treten die Ionisationskanten
im Spektrum auf, die entstehen, wenn einfallende Elektronen mit den Probenatomen wechselwirken
und dabei eine Ionisation innerer Schalen der Atome auftritt. Diese Energieverluste sind charakte-
ristisch fu¨r die in der Probe vorkommenden Elemente. Durch den Energieu¨bertrag der einfallenden
Elektronen kann ein Elektron einer K -, L -, M -,... - Schale außerhalb des attraktiven Feldes des
Atomkerns gebracht und somit das Atom ionisiert werden. Bewirkt ein Elektron beispielsweise eine
Ionisation der L - Schale eines Calciumatoms, so wird die daraus resultierende Kante im Spektrum
Calcium L -Kante genannt.
Das gesamte EELS Spektrum wird zudem von einem kontinuierlich abfallenden Hintergrundsignal
u¨berlagert, das durch Mehrfachstreuprozesse erzeugt wird.
3.6.5 Energiedispersive Ro¨ntgenspektroskopie
Abb. 3.24: Beispiel fu¨r ein EDX Spektrum.
Energiedispersive Ro¨ntgenspektroskopie41
(EDX) ist ebenso wie EELS eine Methode
zur Untersuchung der chemischen Zusam-
mensetzung einer Probe.
Fallen energiereiche Elektronen auf eine
Probe, kommt es zu einer Ionisation der
Probenatome. Dabei wird ein Elektron aus
einer inneren Schale herausgeschlagen. Die
dadurch entstandene freie Stelle wird durch
ein Elektron einer ho¨heren Schale auf-
gefu¨llt und die Energiediﬀerenz in Form
von Ro¨ntgenstrahlung freigegeben. Diese
Strahlung ist charakteristisch fu¨r jedes Ele-
ment und kann genutzt werden, um die Ele-
41Im Englischen: energy dispersive X - ray spectroscopy (EDX).
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mentzusammensetzung der Probe zu bestimmen. In einem EDX Spektrum ist die Anzahl der detek-
tierten Ro¨ntgenquanten gegen ihre Energie aufgetragen. Abb. 3.24 zeigt ein Beispiel fu¨r ein EDX
Spektrum. Die im Spektrum auftretenden Linien geben Aufschluss u¨ber die Elemente in der Probe.
In einem Spektrum ko¨nnen beispielsweise die Calcium Kα1 und Calcium Kβ1 Linien auftreten. Die-
se Notation geht auf Manne Siegbahn zuru¨ck [102, 103]. Das ”K“ bezeichnet die Schale, die durch
ein einfallendes Elektron ionisiert wurde. Analog ko¨nnen an dieser Stelle auch die Buchstaben ”L“,
”M“,... fu¨r ho¨her liegende Schalen stehen. Wird die freie Stelle in der Schale durch ein Elektron einer
na¨chstho¨heren Schale wieder aufgefu¨llt, ergibt sich der Index ”α”. Fu¨r ein Auﬀu¨llen durch Elektro-
nen aus weiteren ho¨her liegenden Schalen gelten analog die Bezeichnungen ”β”, ”γ”,... . Innerhalb
der Schalen ko¨nnen die Elektronen in verschiedenen Zusta¨nden vorkommen. Im Falle einer L - Schale
sind dies die 2s1/2, 2p1/2 und 2p3/2 Zusta¨nde. Ein U¨bergang eines Elektrons vom 2s1/2 Zustand der
L - Schale in den 1s1/2 Zustand der K - Schale ist aufgrund der Auswahlregel Δl=±1 nicht erlaubt.
Da ein Elektron im 2p1/2 Zustand eine geringere Energie aufweist als im 2p3/2 Zustand, werden
Ro¨ntgenquanten, die bei einem U¨bergang vom 2p1/2 Zustand in den 1s1/2 Zustand entstehen, we-
niger Energie besitzen als solche, die bei einem U¨bergang aus einem 2p3/2 Zustand entstehen. Die
Zahl im Index der Nomenklaturen Kα1 und Kβ1 beschreibt diese Energiediﬀerenz. Eine ”1“ steht in
den genannten Fa¨llen fu¨r den U¨bergang 2p3/2 → 1s1/2 (Kα1) bzw. 3p3/2 → 1s1/2 (Kβ1), eine ”2“ wu¨rde
hingegen beispielsweise den U¨bergang 2p1/2 → 1s1/2 (Kα2) beschreiben.
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4.1 Einleitung
Bereits im Jahre 1981 wurden von Wheeler et al. [104] Untersuchungen zum Einﬂuss der Proteine
der lo¨slichen Matrix auf die Pra¨zipitation von CaCO3 durchgefu¨hrt. A¨hnliche Versuche wurden
von Heinemann in seiner Doktorarbeit [55] erweitert vorgenommen. Beide Experimente werden in
Abschnitt 4.1.1 behandelt. Heinemann untersuchte in seiner Arbeit außerdem nicht nur den Einﬂuss
der lo¨slichen, sondern auch den der unlo¨slichen Matrix auf das Wachstum von CaCO3 -Kristallen.
In dieser vorliegenden Arbeit wurden beide Experimente kombiniert. Dies bedeutet, dass die
unlo¨sliche Matrix der Abalone Haliotis laevigata als Substrat verwendet wurde und unter Anwe-
senheit verschiedener Konzentrationen der lo¨slichen Matrix das Wachstum von CaCO3 -Kristallen
untersucht wurde.
4.1.1 Einﬂuss der lo¨slichen Matrix
Als lo¨sliche Matrix wird der Teil des Perlmutts bezeichnet, der sich nach Entmineralisierung mit
Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) oder niedrig konzentrierter Essigsa¨ure in Lo¨sung beﬁndet. Als
Bestandteil dieser lo¨slichen Matrix konnten bisher einige Proteine nachgewiesen werden, die zum
Teil in Abschnitt 3.4.5 aufgelistet und kurz beschrieben wurden. Diese Proteine wurden im Perlmutt
von Abalonen der Gattung Haliotis gefunden.
Die Auﬂistung zeigt, dass die Perlmuttproteine unterschiedliche Funktionen haben und beispielsweise
Perlucin das Wachstum eines Calcitkristalls beschleunigt, wohingegen Perlinhibin das Wachstum
inhibiert. Interessant ist es daher, die Wirkung eines Gemisches der Proteine der lo¨slichen Matrix
auf die Kristallisation von CaCO3 zu betrachten. Wheeler et al. [104] untersuchten die Pra¨zipitation
von CaCO3 in Abha¨ngigkeit verschiedener Konzentrationen der lo¨slichen Matrix. Ohne die Zugabe
der lo¨slichen Matrix kam es nahezu zu einer sofortigen Pra¨zipitation. Eine Konzentration der
lo¨slichen Matrix von 2,65 μg/ml bewirkte eine Verzo¨gerung der Kristallbildung, die Pra¨zipitationsrate
hingegen a¨nderte sich nicht. Die Verwendung einer ho¨heren Konzentration von 7,94 μg/ml hatte eine
langfristige Inhibierung der Kristallbildung zur Folge.
Diese Versuche wurden mit der lo¨slichen Matrix der Auster Crassostrea virginica durchgefu¨hrt.
Heinemann [55] hingegen bescha¨ftigte sich mit dem Einﬂuss der lo¨slichen Matrix von Haliotis laevi-
gata, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde. Die lo¨sliche Matrix wurde in Heinemanns
Experimenten mit Essigsa¨ure aus dem Perlmutt extrahiert und in verschiedenen Konzentrationen zu
einer u¨bersa¨ttigten CaCO3 - Lo¨sung gegeben. U¨ber die A¨nderung des pH Wertes der Lo¨sung konnte
die Pra¨zipitationsrate des Calciumcarbonats bestimmt werden. Durchgefu¨hrt wurde der Versuch auch
mit Lysozym bzw. Rinderserum Albumin1 (BSA) anstelle der Proteine der lo¨slichen Matrix. Zudem
wurden Vergleichsmessungen ohne Additive vorgenommen. Die Messergebnisse sind in Abb. 4.1
graphisch aufgetragen. Die gestrichelte rote Linie gibt das Ergebnis des Vergleichsexperimentes wie-
der. Die Zugabe von Lysozym, einem unspeziﬁschen Protein, hat keine sichtbare Auswirkung auf die
Pra¨zipitationsrate, wohingegen die Addition von BSA, das Ca2+ bindet [105], ab einer Konzentration
1Im Englischen: bovine serum albumin (BSA).
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Abb. 4.1: Auftragung der maximalen Pra¨zipitationsrate [M/s] gegen die Konzentration der zu der u¨bersa¨ttigten
CaCO3 - Lo¨sung hinzugegebenen Additive. Die Datenpunkte geben den Durchschnittswert von mindestens
sechs Messungen wieder. Die gestrichelte rote Linie gibt die Pra¨zipitationsrate bei einer CaCO3 - Lo¨sung ohne
Additive an. Graphik adaptiert aus [55].
von 10 μg/ml eine inhibitorische Wirkung hat. Die unlo¨sliche Matrix zeigt bei allen Konzentrationen
einen deutlichen Eﬀekt auf die Pra¨zipitationsrate. Bei einer Konzentration von 0,02 μg/ml kommt es
zu einer beschleunigten Kristallbildung von CaCO3 und einer Vergro¨ßerung der Pra¨zipitationsrate um
den Faktor 1,5 im Vergleich zu der Pra¨zipitation bei einer Lo¨sung ohne Additiv. Eine Erho¨hung der
Konzentration der lo¨slichen Matrix fu¨hrt zu einer Erniedrigung der Pra¨zipitationsrate bis schließlich
bei einer Konzentration von 1 μg/ml eine vollsta¨ndige Inibierung der Kristallbildung eintritt.
Die Resultate zeigen eine A¨hnlichkeit zu den von Wheeler pra¨sentierten Ergebnissen. Bei ho¨heren
Konzentrationen der lo¨slichen Matrix kommt es zu einer Inhibierung der CaCO3 -Kristallbildung.
Der Einﬂuss niedriger Konzentrationen in der Gro¨ßenordnung von 0,02 μg/ml wurden von Wheeler
jedoch nicht untersucht, so dass ein Vergleich in diesem Bereich nicht mo¨glich ist.
Zur Interpretation der von Heinemann [55] pra¨sentierten Ergebnisse ko¨nnen zwei Ansa¨tze herangezo-
gen werden.
• Der Eﬀekt der beschleunigenden Proteine u¨berwiegt bei kleinen Konzentrationen. Eine Inhi-
bierung des Kristallwachstums tritt bei diesen geringen Konzentrationen noch nicht auf, da
nicht genu¨gend inhibierende Proteine zur Verfu¨gung stehen, um die Oberﬂa¨chen der Nuklea-
tionskeime zu bedecken und somit weiteres Wachstum zu blockieren. Bei einer Erho¨hung der
Konzentration kommt es jedoch zu einem dominierenden Verhalten der inhibierenden Proteine,
da diese nun die Nukleationskeime bedecken, das Wachstum blockieren und somit die Wirkung
der beschleunigenden Proteine zunichte machen.
• Elhadj et al. [106] zeigten unter Verwendung des AFM, dass asparaginsa¨urereiche Peptide so-
wohl beschleunigende als auch inhibierende Wirkung auf eine Calcitoberﬂa¨che haben ko¨nnen.
Diese Wirkung ist von der Konzentration abha¨ngig. Bei geringen Peptidkonzentrationen wird
das Kristallwachstum beschleunigt und bei ho¨heren Konzentrationen gilt das Gegenteil. Die
Sta¨rke der Beschleunigung steigt sowohl mit zunehmender negativer Nettoladung als auch
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mit der Hydrophilie der Peptide an. Als Begru¨ndung dafu¨r wurde gegeben, dass asparagin-
sa¨urereiche Peptide eher mit Kristallstufen als mit ebenen Bereichen wechselwirken [107].
Durch die Ansammlung negativ geladener Peptide an den Stufen entsteht lokal ein elektro-
statisches Potential, das einen Einbau von Ca2+ - Kationen in den Kristall begu¨nstigt. Außerdem
wird angenommen, dass mit steigender Hydrophilie die Fa¨higkeit der Peptide wa¨chst, die Ord-
nung der Wassermoleku¨le an der Kristallﬂa¨che und an den gelo¨sten Stoﬀen (Ca2+ und CO2−3 )
zu vera¨ndern. Dadurch wird der Einbau gelo¨ster Stoﬀe in den Kristall erleichtert.
Bei einer steigenden Peptidkonzentration kommt es zu einer steigenden Besetzung und somit
zu einer Blockierung der Kristallstufen durch Peptidmoleku¨le und einer daraus folgenden Inhi-
bierung des Kristallwachstums.
Der zweite Ansatz la¨sst den Schluss zu, dass mo¨glicherweise auch den einzelnen Perlmuttproteinen
nicht nur eine entweder beschleunigende oder inhibierende Funktion zugeschrieben werden kann, son-
dern je nach Konzentration beide Funktionen auftreten. Dies gilt besonders vor dem Hintergrund, dass
in den meisten Wachstumsexperimenten, in denen der Einﬂuss der in Abschnitt 3.4.5 beschriebenen
Proteine auf das Kristallwachstum untersucht wurde, lediglich 1 - 2 verschiedene Proteinkonzentra-
tionen verwendet wurden. Anhand dieser Experimente kann also keine eindeutige Aussage u¨ber den
tatsa¨chlichen Einﬂuss der Perlmuttproteine auf die Kristallisation getroﬀen werden.
Auszuschließen ist auch nicht, dass eine Kombination der beiden Ansa¨tze vorliegt.
Abschließend ist zu betonen, dass es sich bei diesen Betrachtungen nur um Vereinfachungen han-
delt. Beim komplexen Wachstum von Perlmutt wird gezielt das CaCO3 - Polymorph Aragonit in einer
bestimmten kristallographischen Orientierung und Morphologie gebildet. Neben den Proteinen der
lo¨slichen Matrix existiert die unlo¨sliche Matrix, deren Einﬂuss in den zuvor genannten Experimenten
noch nicht beru¨cksichtigt wurde. Zudem variiert nicht nur die Gesamtkonzentration der Perlmuttprote-
ine lokal in der extrapallialen Flu¨ssigkeit, sondern sicherlich auch die Konzentration einzelner Proteine
des Gemisches. Da diese Variation jedoch schwer abzuscha¨tzen oder zu messen ist, wurde in den in
Abschnitt 4.3 vorgestellten Ergebnissen mit der lo¨slichen Matrix gearbeitet, deren Gesamtkonzentra-
tion variiert wurde. Das Verha¨ltnis der in der lo¨slichen Matrix enthaltenen Perlmuttproteine zueinander
blieb jedoch unvera¨ndert.
4.1.2 Einﬂuss der unlo¨slichen Matrix
Der Einﬂuss der unlo¨slichen Matrix auf die Kristallisation von Calciumcarbonat wurde bisher in nur
wenigen Fa¨llen direkt untersucht. Stattdessen wurden Untersuchungen des CaCO3 -Wachstums auf
Chitinfasern vorgenommen. Falini et al. [108] setzten das β - Chitin Geru¨st aus dem Schulp des Kalma-
ren Loligo sp. in eine Doppeldiﬀusionskammer (Methode siehe Abschnitt 4.1.3.3) ein. Unter Verwen-
dung dieses Substrates konnte das Wachstum der drei kristallinen wasserfreien CaCO3 - Polymorphe
beobachtet werden. Eine Hinzugabe von Magnesium fu¨hrte zu einer bevorzugten Bildung von Ara-
gonit. In einer vorhergehenden Arbeit von Falini et al. [109] wurde ein Substrat gewa¨hlt, das der
organischen Matrix von Mollusken a¨hnlich sein sollte und aus β - Chitin und Seiden Fibroin bestand,
die aus dem Schulp des Kalmaren Loligo beziehungsweise aus Kokons des Seidenwurms Bombyx
mori stammten. Zusa¨tzlich wurden aspartathaltige2 lo¨sliche Moleku¨le, die aus verschiedenen Scha-
lenschichten von Mollusken stammten, in dem Experiment hinzugegeben. Die aus der Calcitschicht
der Schale gewonnenen Makromoleku¨le bewirkten hauptsa¨chlich eine Bildung von Calcit auf dem
Substrat. Die Zugabe von Makromoleku¨len aus der aragonithaltigen Schalenschicht hingegen un-
terstu¨tzte die Bildung von Aragonit. Diese Resultate sind sicherlich interessant, liefern aber eher
Hinweise auf die Funktion der lo¨slichen als auf die der unlo¨slichen Matrix. A¨hnliches gilt fu¨r die
2Aspartationen sind die Anionen der Asparaginsa¨ure.
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Arbeit von Keene et al. [110], in der eine funktionalisierte organische Oberﬂa¨che mit lo¨slichen Pep-
tiden kombiniert wurde, um den Einﬂuss dieses Substrates auf aufgewachsene CaCO3 - Polymorphe
zu beobachten. Zwar bestand das Substrat hier unter anderem aus α - bzw. β - Chitin und dem Peptid
n16N (aus der Auster Pinctada fucata) und war somit der organischen Matrix a¨hnlich, eine direkte
Untersuchung des Einﬂusses der unlo¨slichen Matrix auf das Kristallwachtum ist auf diese Weise je-
doch natu¨rlich nicht mo¨glich.
Zwei der wenigen Vero¨ﬀentlichungen, die sich tatsa¨chlich mit dem Einﬂuss der unlo¨slichen Ma-
trix bescha¨ftigen, sind die Arbeiten von Gehrke et al. [111, 112]. In diesen Arbeiten wurde die
unlo¨sliche Matrix von Haliotis laevigata u¨ber eine Entmineralisierung des Perlmutts mit 10%iger
Essigsa¨ure gewonnen. Die Remineralisierung fand u¨ber die Gasdiﬀusionsmethode (Methode siehe
Abschnitt 4.1.3.2) unter Zugabe von verschiedenen Additiven statt. Bei der Verwendung von Poly-
asparaginsa¨ure oder Polyacrylsa¨ure konnte in kleinen Bereichen eine Mineralisierung der unlo¨slichen
Matrix beobachtet werden, deren Struktur mit der von natu¨rlichem Perlmutt vergleichbar ist. Es ent-
stand die fu¨r Perlmutt typische Schichtstruktur und auch die Oberﬂa¨che der Kristalle wies wie die
natu¨rlichen Aragonitpla¨ttchen ”nano - asperities“ auf. Anders als in Perlmutt bestanden die im Expe-
riment aufgewachsenen kristallinen Bereiche jedoch aus Calcit und nicht aus Aragonit. Bei einer Zu-
gabe von Polyethylenoxid - block - Polymethacrylsa¨ure als Additiv konnte hingegen keine speziﬁsche
Mineralisierung der unlo¨slichen Matrix beobachtet werden. Dies wiederum impliziert, dass eventuell
vielmehr das Additiv als das Substrat einen Einﬂuss auf die Kristallbildung ausu¨bt.
Versuche, bei denen ausschließlich der Einﬂuss der unlo¨slichen Matrix untersucht wurde, wurden
von Heinemann durchgefu¨hrt [55]. Bei diesen Versuchen befand sich das mit EDTA entmineralisier-
te Perlmutt in einer Kristallisationskammer (Aufbau siehe Abschnitt 4.2.3). Neben Calcit und Vaterit
wuchsen auch ﬂache Kristalle auf, die aller Wahrscheinlichkeit nach aus Aragonit bestanden. In die-
sem Abschnitt soll nicht na¨her auf die von Heinemann durchgefu¨hrte Methode eingegangen werden,
da sie im Folgenden noch eingehend behandelt wird.
4.1.3 Methoden zur Calciumcarbonatkristallisation
Es gibt verschiedene Methoden, die verwendet werden ko¨nnen, um Calciumcarbonatkristalle zu er-
zeugen. In den folgenden Abschnitten werden die unterschiedlichen Methoden sowie deren Vor- und
Nachteile vorgestellt.
4.1.3.1 Kitano Methode
Die Kitano Methode [113, 114] kann verwendet werden, um eine sehr langsame Kristallisation von
Calciumcarbonat zu erhalten. Grundlage dieser Methode ist eine CaCO3 - Suspension, durch die CO2
geleitet wird. Es kommt dabei zu einer Verschiebung des Gleichgewichts der folgenden Reaktion und
die Bildung von Calciumhydrogencarbonat wird begu¨nstigt.
CaCO3 + CO2 + H2O Ca2+ + 2HCO−3
Sobald die CO2 - Zufuhr unterbrochen wird und CO2 aus der Lo¨sung zu entweichen beginnt, kommt
es zu einer langsamen Bildung von CaCO3 -Kristallen. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass bevor-
zugt an der Grenzﬂa¨che zwischen Flu¨ssigkeit und Luft eine Nukleation des CaCO3 stattﬁndet, da dort
das CO2 entweicht und somit die U¨bersa¨ttigung der Lo¨sung am ho¨chsten ist. Zudem ist die Form
der gebildeten Kristalle von der Art der verwendeten Gefa¨ße abha¨ngig. Es wird vermutet, dass Ober-
ﬂa¨cheneﬀekte und Geschwindigkeit des CO2 Entweichens (abha¨ngig z.B. von der Gefa¨ßgro¨ße) eine
Rolle spielen ko¨nnen [111]. Zusa¨tzlich kommt es zu einer A¨nderung des pH Wertes, was wiederum
die Kristallisation beeinﬂussen kann.
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4.1.3.2 Gasdiffusionsmethode
Die Gasdiﬀusionsmethode wird genutzt, um Kristalle zu erzeugen. Die Art dieser Kristalle ha¨ngt von
den verwendeten Lo¨sungen und Stoﬀen ab. Um Calciumcarbonatkristalle zu wachsen, werden Ammo-
niumcarbonatpuder und Calciumchloridlo¨sung (oder auch Calciumnitratlo¨sung) in einem verschließ-
baren Gefa¨ß positioniert [115, 116, 110, 117]. Der Ammoniumcarbonatpuder zerfa¨llt bei Raumtem-
peratur zu Kohlendioxid, Wasser und Ammoniak.
(NH4)2CO3(s)→ CO2(g) + H2O + 2NH3
Das gasfo¨rmige Kohlendioxid diﬀundiert in die CaCl2 - Lo¨sung und bewirkt eine Bildung von CaCO3.
CO2 + H2O H2CO3
H2CO3  HCO−3 + H
+
HCO−3  CO
2−
3 + H
+
Ca2+ + CO2−3 → CaCO3
Ein Vorteil der Ammoniumcarbonat Gasdiﬀusionsmethode ist, dass der Einﬂuss bestimmter Additive
(z.B. Proteine) auf die Kristallisation untersucht werden kann, indem die jeweiligen Additive in die
CaCl2 - Lo¨sung gegeben werden. Ein Nachteil der Methode besteht jedoch darin, dass nicht nur das
CO2, sondern auch das gasfo¨rmige Ammoniak in die Lo¨sung diﬀundiert. Da Ammoniak eine Base
ist, erho¨ht sich der pH Wert der Lo¨sung. Eine A¨nderung des pH Wertes wiederum vera¨ndert das
Kristallisationsverhalten von CaCO3. Beﬁnden sich zudem Proteine in der CaCl2 - Lo¨sung, so kann
die Verschiebung des pH Wertes u¨ber oder unter einen physiologischen Wert eine Vera¨nderung der
Proteineigenschaften zur Folge haben.
Es wird also deutlich, dass die Ammoniumcarbonat Gasdiﬀusionsmethode nicht geeignet ist, um unter
kontrollierten Bedingungen zu arbeiten.
4.1.3.3 Doppeldiffusionsmethode
Eine Methode, die die langsame Kristallisation von Calciumcarbonat auf einer Oberﬂa¨che ermo¨glicht,
ist die Doppeldiﬀusionsmethode [108]. Bei dieser Methode sind zwei Reservoirs, die CaCl2 - bzw.
NaHCO3 - Lo¨sungen enthalten, u¨ber eine ionenpermeable Membran miteinander verbunden. Die
Ionen der Lo¨sungen diﬀundieren durch die Membran und es kommt zu einer Kristallisation von
CaCO3. Den Lo¨sungen ko¨nnen Additive wie Proteine zugefu¨gt werden, um deren Einﬂuss auf das
Kristallisationsverhalten zu untersuchen. Wie bei den zuvor genannten Methoden a¨ndert sich auch
hier der pH Wert. Um dem entgegenzuwirken, a¨nderten Becker et al. [117] den Versuchsaufbau da-
hingehend, dass der pH Wert wa¨hrend des Experiments kontrolliert wurde und bei seiner Abnahme
NaOH -Lo¨sung hinzugegeben wurde. Zu beachten ist dabei jedoch, dass sich die pH -Meter in den
Reservoirs befanden, jedoch nicht unmittelbar an der ionenpermeablen Membran. Bei einer Zugabe
von NaOH -Lo¨sung kann also nicht beobachtet werden, ob dadurch der pH Wert auch im Bereich
der Membran konstant gehalten wird. In der Vero¨ﬀentlichung wird nicht davon berichtet, dass eine
Durchmischung der jeweiligen Reservoirs u¨ber Magnetru¨hrer oder a¨hnliches stattfand. Es ist also da-
von auszugehen, dass die NaOH - Lo¨sung sich nach Zugabe in das jeweilige Reservoir nicht sofort
gleichma¨ßig in der Lo¨sung verteilte. Ein o¨rtlich konstanter pH Wert ist somit nicht zu erwarten. Ei-
ne Durchmischung der Lo¨sungen, die eine gleichma¨ßige Verteilung des NaOH zur Folge ha¨tte, ha¨tte
den Nachteil, dass die Diﬀusion der Ca2+ - und HCO−3 - Ionen nicht mehr ungesto¨rt vonstatten gehen
ko¨nnte. Somit ko¨nnen auch bei dieser Methode keine kontrollierten Bedingungen erhalten werden.
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4.1.3.4 Durchﬂussmethode
Um zu verhindern, dass sich wa¨hrend des Experimentes der pH Wert und die Konzentration der
CaCl2 - bzw. NaHCO3 - Lo¨sungen a¨ndern, wurde in dieser Arbeit eine Durchﬂussmethode verwen-
det, die von Heinemann wa¨hrend seiner Doktorarbeit [55] entwickelt wurde und auf der Arbeit von
Becker et al. [118] basiert. Bei dieser Methode beﬁndet sich das Substrat, auf dem die Kristallisation
von CaCO3 stattﬁnden soll, in einer Kristallisationskammer. Die CaCl2 - bzw. NaHCO3 - Lo¨sungen,
die eventuell Additive (z.B. die lo¨sliche Matrix) enthalten ko¨nnen, werden getrennt in die Kammer
gepumpt und vermischen sich erst am Ort des Substrates. Da die Lo¨sungen permanent erneuert wer-
den, bleiben sowohl der pH Wert als auch die Konzentrationen der Salzlo¨sungen konstant. Technische
Zeichnungen der Kristallisationskammer beﬁnden sich im AnhangA.5. Der genaue Aufbau der Kam-
mer wird in Abschnitt 4.2.3 erla¨utert.
4.2 Material und Methoden
4.2.1 Pra¨paration der unlo¨slichen Matrix
Eine Schale der Schnecke Haliotis laevigata wurde zuna¨chst mit einer Stahldrahtbu¨rste von grobem
Schmutz befreit. Zur Entfernung der a¨ußeren Calcitschicht wurde ein Schlammstrahler mit Alumini-
umoxid (Durchmesser 0,12 - 0,25mm) als Strahlmittel verwendet. Die verbleibende Perlmuttschicht
wurde fu¨r 2min in eine 6%ige Natriumhypochloritlo¨sung gegeben, um organische Verschmutzungen
zu entfernen. Nach mehrmaligem gru¨ndlichen Waschen der Perlmuttschicht mit deionisiertem Was-
ser wurde sie mit einem Hammer in Stu¨cke mit einem Durchmesser von 2 -3 cm zerschlagen. Zum
Entmineralisieren des Perlmutts wurde 100mM Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) mit pH 5 ver-
wendet. Die Perlmuttstu¨cke wurden in einen Dialyseschlauch gegeben, der mit der EDTA -Lo¨sung
befu¨llt war. Mit Dialyseklammern wurde der Schlauch in Kammern unterteilt, so dass pro Kammer
ein Perlmuttstu¨ck vorlag. Die Dialyse erfolgte gegen die EDTA - Lo¨sung bei einer Temperatur von
4◦C bei konstantem Ru¨hren mittels eines Magnetru¨hrers. Alle Lo¨sungen enthielten das Bakteriostati-
kum3 Natriumazid (0,02%, NaN3). Die Schla¨uche wiesen ein MWCO4 von 6 - 8 kDa auf und waren
somit gut permeabel fu¨r EDTA -Moleku¨le. Die Dialyselo¨sung wurde ingesamt 15 mal alle 2 -3 Tage
erneuert, bis der mineralische Anteil des Perlmutts vollsta¨ndig gelo¨st war und nur noch die unlo¨sliche
Matrix vorlag.
Fu¨r die folgenden Kristallisationsversuche war es notwendig, dass die unlo¨sliche Matrix keinerlei
EDTA mehr enthielt, das die Kristallisation von CaCO3 verhindern ko¨nnte. Um das EDTA zu entfer-
nen, wurde daher eine Dialyse der unlo¨slichen Matrixstu¨cke gegen 10mM Natriumhydrogencarbonat
mit pH 8,8 vorgenommen. Die Dialyselo¨sung wurde dreimal im Abstand von 2 -3 Tagen erneuert.
Die Stu¨cke der unlo¨slichen Matrix wurden in einer Lo¨sung aus 10mM Natriumhydrogencarbonat mit
pH 8,8 gelagert. Diese Lo¨sungen enthielten ebenfalls 0,02% NaN3.
4.2.2 Pra¨paration der lo¨slichen Matrix
Von der Schale der Schnecke Haliotis laevigata wurde die a¨ußere Calcitschicht entfernt und das
verbleibende Perlmutt gesa¨ubert und mit einem Hammer in kleinere Stu¨cke zerschlagen, wie es
in Abschnitt 4.2.1 beschrieben wurde. Die Perlmuttstu¨cke wurden in einem Backenbrecher weiter
zerkleinert, bis sie einen Durchmesser unter 2mm aufwiesen. Es wurden 40 g dieser Stu¨cke abge-
wogen und mit 50ml 3%iger Essigsa¨ure in einen Dialyseschlauch (MWCO 3 - 5 kDa) gefu¨llt. Die
3Als Bakteriostatikum wird eine Substanz bezeichnet, die das Wachstum von Bakterien hemmt.
4Akronym fu¨r ”molecular weight cut - oﬀ“. Teilchen, deren Moleku¨lmasse unter dem angegebenen MWCO Wert liegt,
ko¨nnen die Membran des Dialyseschlauches passieren.
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Dialyse erfolgte gegen 6%ige Essigsa¨ure und 0,02% NaN3 bei einer Temperatur von 4◦C unter
konstantem Ru¨hren mittels eines Magnetru¨hrers. Die Dialyselo¨sung wurde zweimal im Abstand
von 2 Tagen erneuert. Nach dieser Zeit waren die Perlmuttstu¨cke vollsta¨ndig entmineralisiert. Die
Bestandteile, die die lo¨sliche Matrix ausmachen, wurden in diesem Schritt bereits aus der organischen
Matrix herausgelo¨st und befanden sich in der Lo¨sung in dem Dialyseschlauch. Diese Lo¨sung wurde
mit einem 0,45 μm Filter ﬁltriert, um die Bestandteile der unlo¨slichen Matrix zu entfernen, und
anschließend gegen entionisiertes Wasser und 0,02% NaN3 bei einer Temperatur von 4◦C unter
konstantem Ru¨hren dialysiert. Das Wasser wurde zweimal im Abstand von 2 Tagen ausgetauscht. Die
Lo¨sung aus dem Dialyseschlauch, die die lo¨sliche Matrix enthielt, wurde mit einem 0,22 μm Filter
ﬁltriert und bei 4◦C gelagert. Die Proteinkonzentration der Lo¨sung wurde u¨ber einen Bradford Assay
bestimmt [119] (weitere Erla¨uterungen zu diesem Assay siehe Abschnitt A.6).
Die lo¨sliche Matrix wurde fu¨r diese Arbeit mit Essigsa¨ure erzeugt, da diese Methode zum
einen schneller als mit EDTA abla¨uft und zum anderen EDTA mit den Proteinen der organischen
Matrix wechselwirkt und u¨ber Dialyse schwer zu entfernen ist [120]. Ru¨cksta¨nde von EDTA, das
als Calciumchelator wirkt, haben zur Folge, dass vermehrt Calcium gebunden wird. Dies bedeutet
natu¨rlich auch, dass ebenfalls die Pra¨paration der unlo¨slichen Matrix mit 100mM EDTA den Nachteil
haben kann, dass sich EDTA -Ru¨cksta¨nde an der unlo¨slichen Matrix beﬁnden. Diese ko¨nnten eine
unspeziﬁsche Bindung der Calciumionen an der unlo¨slichen Matrix bewirken. Trotzdem wurde zur
Erzeugung der unlo¨slichen Matrix die Verwendung von EDTA der von Essigsa¨ure vorgezogen. Bereits
bei einer geringen Essigsa¨ure Konzentration von 0,1% kommt es wa¨hrend der Entmineralisierung
der Aragonitpla¨ttchen des Perlmutts zu einer Bildung CO2 - haltiger Gasbla¨schen, die die Matrix-
struktur scha¨digen. Bei geringeren Essigsa¨urekonzentrationen vollzieht sich die Entmineralisierung
wesentlich langsamer als unter Verwendung von 100mM EDTA. Aus diesen Gru¨nden wurde die
Entmineralisierung mit EDTA zur Erzeugung der unlo¨slichen Matrix bevorzugt. Um eine mo¨glichst
vollsta¨ndige Entfernung des EDTA aus der unlo¨slichen Matrix zu gewa¨hrleisten, wurden die entmi-
neralisierten Perlmuttstu¨cke, wie im vorhergehenden Abschnitt 4.2.1 beschrieben, gru¨ndlich dialysiert.
4.2.3 Aufbau der Kristallisationskammer und Versuchsdurchfu¨hrung
Die verwendete Kristallisationskammer besteht aus Plexiglas und ist in zwei Kompartimente un-
terteilt. Abb. 4.2 (a) zeigt eine Photographie der beiden Bestandteile der Kammer. In Bildteil (b)
ist eine schematische Darstellung des Querschnitts der Kammer abgebildet. Das Substrat, auf dem
Kristallisation von CaCO3 untersucht werden sollte, in diesem Fall die unlo¨sliche Matrix, wur-
de mit einer Lochstanze auf einen Durchmesser von 14mm gebracht. Wa¨hrend dieses Vorgan-
ges befand sich die unlo¨sliche Matrix in einer Lo¨sung aus 10mM Natriumhydrogencarbonat und
0,02% NaN3. Mit einem Neoprenring mit innerem und a¨ußerem Durchmesser von 12mm bzw.
14mm und einer Ho¨he von 0,48mm wurde das ausgestanzte Stu¨ck der unlo¨slichen Matrix vorsich-
tig aus der Lo¨sung gehoben. Die unlo¨sliche Matrix und der Ring wurden in der Mitte der Kris-
tallisationskammer platziert. Der Neoprenring hatte die Aufgabe, die Position der unlo¨slichen Ma-
trix zu stabilisieren. Nach dem Zusammenbau der beiden Bestandteile der Kammer befand sich
die unlo¨sliche Matrix in ihrem Zentrum und trennte die beiden Bereiche der Kammer voneinan-
der (siehe Abb. 4.2 (b)). In jede der Kammerha¨lften kann separat durch Schla¨uche Lo¨sung gepumpt
werden. In diesem Versuch sollte das Kristallisationsverhalten von CaCO3 auf die unlo¨sliche Ma-
trix unter verschiedenen Bedingungen untersucht werden. Aus diesem Grund wurden NaHCO3 -
und CaCl2 - Lo¨sungen verwendet, die in jeweils eine der Kristallisationskammerha¨lfen gepumpt
wurden. Es wurden Konzentrationen der Salzlo¨sungen zwischen 8mM und 20mM eingesetzt.
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Abb. 4.2: (a) Photographie der beiden Bestandteile der
Kristallisationskammer in der Draufsicht. (b) Schema-
tische Darstellung des Querschnitts der Kristallisations-
kammer. In den Teil I wird das sich auf einem Neopren-
ring beﬁndliche, ausgestanzte Stu¨ck der unlo¨slichen
Matrix gelegt. Zum Zusammenbau wird der Teil II der
Kammer auf den Teil I geschraubt. Die NaHCO3 - und
CaCl2 - Lo¨sungen ﬂießen jeweils in die Teile I bzw. II.
Da fu¨r Konzentrationen unter 20mM selten
Kristallwachstum auf der unlo¨slichen Matrix
auftrat, wurde bei einem Großteil der Versuche
eine Konzentration von 20mM eingestellt.
Die unlo¨sliche Matrix stellt ein permeables
Substrat dar und ist somit fu¨r die in die Kris-
tallisationskammer gepumpten Salzlo¨sungen
durchla¨ssig. Eine Durchmischung der ver-
wendeten Salzlo¨sungen kam daher am Ort
der unlo¨slichen Matrix zustande. Durch
die Abﬂussschla¨uche wurden die vermisch-
ten Lo¨sungen herausgepumpt. Verwendet
wurde eine Peristaltikpumpe, an der eine
Flussrate zwischen 0,233ml/min/Seite und
0,512ml/min/Seite eingestellt wurde. Bei dem
Hauptteil der Experimente wurde eine Fluss-
rate von 0,317ml/min/Seite verwendet. Bei
einer Laufzeit des Experiments von ungefa¨hr
16 Stunden wurden etwa 300ml Lo¨sung pro
Kammerseite hindurchgepumpt.
In einigen Experimenten wurde zwischen
0,02 μg/ml und 1 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den
NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen gegeben, um
den Einﬂuss dieses Additivs auf das Wachs-
tum der CaCO3 -Kristalle zu untersuchen.
Um eine konstante Umgebungstemperatur zu
gewa¨hrleisten, befand sich die Kristallisati-
onskammer in einem Wasserbad, das an einen
Thermostat angeschlossen war. Die Temperatur
des Wassers wurde alle 20 s u¨ber ein digitales
Thermometer gemessen und wa¨hrend des
gesamten Experiments mit dem Computerpro-
gramm Igor aufgezeichnet. Die Schwankung der
Abb. 4.3: Typischer Verlauf der gemessenen
Temperatur in dem Wasserbad. Die Tem-
peraturschwankungen wa¨hrend des Experi-
mentes liegen in einem Bereich von ±0,1◦C.
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Temperatur lag im Bereich ±0,1◦C. In Abb. 4.3 ist der Temperaturverlauf eines Experimentes gezeigt.
Die Abweichung von 0,3◦C zu Beginn der Messung kam durch das Einfu¨gen der Kristallisations-
kammer in das vorgewa¨rmte Wasserbad zustande. Bei den zu Beginn dieser Arbeit durchgefu¨hrten
Vorversuchen wurde zuna¨chst keine konstante Temperatur eingestellt. Es herrschte bei diesen
Versuchen Raumtemperatur, die sich im Bereich von (23±1)◦C befand.
Eine genaue Auﬂistung der unterschiedlichen verwendeten Werte fu¨r die Temperatur, die Konzentra-
tion der Salzlo¨sungen, die Flussrate sowie die Konzentration der hinzugegebenen lo¨slichen Matrix ist
im AnhangA.8 in den TabellenA1 und A3 gegeben.
Nach dem Experiment wurden die beiden Ha¨lften der Kristallisationskammer auseinander geschraubt
und der Neoprenring mit der sich darauf beﬁndlichen unlo¨slichen Matrix mit Hilfe einer Plastik-
pinzette aus der Kammer gehoben. Mit einer Schere wurde die unlo¨sliche Matrix in zwei Teile
geschnitten, die mit jeweils einer der beiden Seiten nach oben auf eine Aluminiumfolie gelegt und bei
Raumtemperatur getrocknet wurden. Auf diese Weise konnte das Kristallwachstum auf der Innen-
und Außenseite der unlo¨slichen Matrix (urspru¨nglich zum Schneckenko¨rper bzw. zur Calcitschicht
der Schale hin gerichtete Seite) in Abha¨ngigkeit von der Orientierung in der Kristallisationskammer
(in Richtung des NaHCO3 - bzw. des CaCl2 - Zuﬂusses) untersucht werden.
Im Weiteren werden die folgenden Abku¨rzungen zur Beschreibung der Matrixoberﬂa¨chen ver-
wendet:
• AC: Außenseite der unlo¨slichen Matrix, die in Richtung des CaCl2 - Zuﬂusses orientiert war
Analog:
• IN: Innenseite, NaHCO3
• AN: Außenseite, NaHCO3
• IC: Innenseite, CaCl2
Die Proben werden beispielsweise mit ”29AC“ bezeichnet. Die Zahl steht fu¨r die Nummer der Probe
und die Buchstaben beschreiben die Oberﬂa¨che der Probe. Auf diese Weise kann der/die interessierte
Leser/in schnell im AnhangA.8 in TabelleA3 die zur Probe geho¨renden Parameter (Konzentration
der verwendeten Salzlo¨sungen, Umgebungstemperatur, Flussrate, Konzentration der hinzugegebenen
lo¨slichen Matrix) ablesen oder mittels Tabelle A4 Informationen u¨ber die Art des aufgewachsenen
Polymorphs und dessen Ha¨uﬁgkeit auf der Probe erhalten. Die im Folgenden mit ro¨mischen Zahlen
versehenen Probenbezeichnungen, z.B. ”VIAC“, stehen fu¨r die in Vorversuchen erzeugten Proben,
bei denen keine konstante Temperatur herrschte und keine lo¨sliche Matrix zugegeben wurde. Die
Buchstaben beschreiben auch hier die Oberﬂa¨che der Probe. Die diesen Proben zugeho¨rigen Daten
beﬁnden sich im AnhangA.8 in TabelleA1 und Tabelle A2.
4.2.4 Untersuchung der Kristallmorphologie mittels SEM
Um die Morphologie der auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix aufgewachsenen CaCO3 -Kristalle
zu untersuchen, wurde ein Rasterelektronenmikroskop (SEM) verwendet. Das Gera¨t wurde im Se-
kunda¨relektronen -Abbildungsmodus bei einer Beschleunigungsspannung von 5 kV betrieben. Auf-
grund der starken Auﬂadung der Proben in dem Elektronenstrahl war vor den Untersuchungen eine
Besputterung der Proben mit Gold notwendig. Nach der Untersuchung im SEM wurden die Proben
zum Teil weiterpra¨pariert (siehe Abschnitt 4.2.5). Zusa¨tzlich zu den bewachsenen Proben wurden Re-
ferenzproben der unlo¨slichen Matrix, die nicht in der Kristallisationskammer behandelt wurden, im
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SEM untersucht um auszuschließen, dass sich bereits vor der Durchfu¨hrung des Kristallisationsexpe-
rimentes Kristalle auf der unlo¨slichen Matrix befanden.
4.2.5 Probenpra¨paration fu¨r das TEM
Um Proben in einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) untersuchen zu ko¨nnen, ist es not-
wendig, dass sie du¨nn genug sind, um elektronentransparent zu sein. Diese Voraussetzung kann mittels
der FIB (focused ion beam) realisiert werden. Die FIB arbeitet mit einem stark fokussierten Gallium-
ionenstrahl, der zu einer pra¨zisen Entfernung u¨berﬂu¨ssigen Probenmaterials verwendet werden kann.
Die verwendete FIB liegt zusammen mit dem SEM in einem Gera¨t in Form einer Zweistrahlanlage5
vor. Bei jeglicher Untersuchung oder Bearbeitung ist es von daher notwendig, dass nicht leitfa¨hige
Proben mit Gold besputtert sind, um starke Auﬂadungen zu vermeiden.
Bei den Proben, die in diesem Fall fu¨r das TEM pra¨pariert werden sollten, handelte es sich um ﬂache
CaCO3 -Kristalle, die unter Verwendung des in Abschnitt 4.2.3 erla¨uterten Aufbaus auf die unlo¨sliche
Matrix aufgewachsen wurden und die in dem folgenden Abschnitt 4.3 na¨her beschrieben werden.
Zur Pra¨paration einer TEM Probe wurde das sogenannte ”lift out“ Verfahren verwendet. Dabei wurde
zuna¨chst mittels Ionenstrahl eine 1μm dicke Platinschicht auf einer Fla¨che von etwa 1 μm× 30 μm
auf einem der Kristalle deponiert. Diese Platinschicht schu¨tzt den Teil des Kristalls, der untersucht
werden soll, im Folgenden vor Scha¨digung durch den Ionenstrahl. Mit einem Ionenstrahlstrom zwi-
schen 3 nA und 20 nA wurde Probenmaterial abgetragen und eine etwa 1 μm dicke Lamelle stehen
gelassen. Die Schritte vor und nach der Entfernung des Materials sind in Abb. 4.4 (a) und (b) gezeigt.
Die erzeugte Lamelle wurde mit einer Manipulatornadel aus der unlo¨slichen Matrix gehoben und mit
Platin an einem Kupfer TEM Probenhalter befestigt, der fu¨r ”lift - out“ Proben geeignet ist. Mit einem
geringeren Ionenstrahlstrom zwischen 0,3 und 1,0 nA wurde die Lamelle weiter bis auf eine Dicke
von etwa 50 nm gedu¨nnt. In Abb. 4.4 (c) ist die fertige TEM Lamelle zu erkennen. Die Schichten der
unlo¨slichen Matrix (markiert mit ”UM“ in Abb. 4.4 (c)) sind im Ionenstrahl oder bereits zuvor im
Vakuum kollabiert, so dass im SEM keine Details mehr aufgelo¨st werden ko¨nnen.
Abb. 4.4: SEM Aufnahmen verschiedener Stufen des Pra¨parationsprozesses einer TEM Lamelle. (a) Drauf-
sicht eines ﬂachen CaCO3 -Kristalls vor dem Ionenstrahla¨tzen. (b) Gleiche Probenposition nach der Deposition
des Platins und dem Entfernen des u¨berﬂu¨ssigen Probenmaterials mittels Ionenstrahls. (c) Aufnahme der fer-
tigen TEM Lamelle. Der Blickwinkel ist im Vergleich zu (a) und (b) um 52◦ verkippt. Die kristalline Schicht
des ﬂachen Kristalls weist eine Ho¨he von weniger als 700 nm auf. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix.
5Im Englischen: dual beam.
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4.2.6 Untersuchung der ﬂachen Kristalle im TEM
Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) und rastertransmissionselektronenmikroskopische
(STEM) Untersuchungen wurden an einem CM20 UT und einem TITAN 80/300 vorgenommen. Das
TEM CM20 UT ist mit einer LaB6 -Kathode ausgestattet und wurde bei einer Beschleunigungsspan-
nung von 200 kV betrieben. Das TEM TITAN 80/300 besitzt eine Feldemissionskathode und wurde
in diesen Experimenten bei einer Beschleunigungsspannung von 300 kV betrieben.
Beugungsbilder wurden an beiden Gera¨ten auf ”imaging plates“ aufgenommen. Dies sind Platten, die
mit einer Schicht aus dotiertem Barium Fluorbromid beschichtet sind, das durch einfallende Elektro-
nen angeregt wird. U¨ber rotes Laserlicht in einem speziellen Scanner ko¨nnen die ”imaging plates“
ausgelesen werden und die Bilder in digitaler Form gespeichert werden. Zur Indizierung der Beu-
gungsbilder wurde ein mittels MATLAB verfasstes Programm verwendet.
Im Abbildungsmodus aufgenommene Bilder wurden an dem TEM CM20 UT ebenfalls auf ”imaging
plates“ aufgenommen. In dem TEM TITAN 80/300 wurde hingegen eine CCD Kamera verwendet.
Energiedispersive Ro¨ntgenspektren (EDX) wurden an dem TEM TITAN 80/300 im STEM Modus
aufgenommen. Zur Detektion der EDX Spektren wurde ein SiLi (Silizium Lithium) Detektor verwen-
det.
4.3 Ergebnisse
4.3.1 Vorversuche
Abb. 4.5: SEM Abbildung einer mit Vateritkristallen
bewachsenen Oberﬂa¨che (VAN) der unlo¨slichen Ma-
trix. Verwendet wurden 20mM NaHCO3 und CaCl2, so-
wie eine Flussrate von 0,26ml/min/Seite.
Vorversuche, um das Kristallisationsverhal-
ten von Calciumcarbonat auf der unlo¨slichen
Matrix von Haliotis laevigata zu untersuchen,
wurden von Heinemann [55] durchgefu¨hrt und
im Rahmen dieser Doktorarbeit fortgefu¨hrt.
Bei den im Folgenden pra¨sentierten Vorver-
suchen bestand der Unterschied zu dem in
Abschnitt 4.2.3 beschriebenen Versuchsaufbau
darin, dass zuna¨chst das Wasserbad noch nicht
installiert war. Die Versuche wurden daher
bei Raumtemperatur durchgefu¨hrt. Außerdem
wurde die lo¨sliche Matrix bei diesen ersten Ver-
suchen noch nicht zu den Salzlo¨sungen gegeben
(Experimente I - VII in AnhangA.8). Die Werte
fu¨r die Flussraten und Konzentrationen der
Salzlo¨sungen sind in Tabelle A1 im AnhangA.8
abzulesen.
Beim Großteil der Proben waren im SEM lin-
senfo¨rmige Vateritkristalle6 auf der Oberﬂa¨che
der unlo¨slichen Matrix zu beobachten. Abb. 4.5
zeigt ein Beispiel fu¨r diesen Bewuchs. Vereinzelt
waren ebenfalls rhomboedrische Calcitkristalle bei diesen Proben zu sehen.
Auf 7 von 28 Proben (siehe Tabelle A2 im AnhangA.8) trat außerdem das Wachstum von ﬂachen
6 In den folgenden Abschnitten werden die Begriﬀe linsen- und blu¨tenfo¨rmiger Vaterit, rhomboedrischer Calcit und na-
delfo¨rmiger Aragonit verwendet. Die Zuordnung der CaCO3 - Polymorphe wurde in diesen Fa¨llen nur aufgrund der
bekannten Morphologien dieser Kristalle gemacht.
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Kristallen auf, die mit den von Heinemann [55, 121] dokumentierten Kristallen vergleichbar sind.
In Abb. 4.6 sind SEM Aufnahmen derartiger ﬂacher Kristalle abgebildet. Die gezeigten Kristalle
weisen Ausdehnungen bis zu 100 μm auf und setzen sich eventuell aus mehreren lateral zusam-
mengewachsenen Kristallen zusammen (a). Neben diesen großﬂa¨chigen Kristallen treten aber auch
Strukturen auf, die auf der intertabularen Matrix mineralisiert sind ((b), Pfeil).
Da die ﬂachen Kristalle lediglich in 25% der im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten Versuche
auf der unlo¨slichen Matrix aufwuchsen und das CaCO3 -Kristallwachstum im Allgemeinen nicht
gut reproduzierbar war, wurden der Versuchsaufbau und die Durchfu¨hrung etwas abgea¨ndert. Bei
den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurde der Versuchsaufbau dahingehend gea¨ndert,
dass eine bestimmte Umgebungstemperatur einstellbar war. Diese Einstellung wurde u¨ber das in
4.2.3 beschriebene Wasserbad und den Thermostat umgesetzt. Zudem wurde versucht, die optimale
Konzentration der Salzlo¨sungen zu ﬁnden, die ein mo¨glichst speziﬁsches Kristallwachstum liefert.
Abb. 4.6: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che (VAC) der unlo¨slichen Matrix. (a) Wachstum von lateral aus-
gedehnten Kristallen. (b) Neben den in (a) abgebildeten Kristallen tritt außerdem eine Mineralisierung der
intertabularen Matrix auf (Pfeil). Verwendet wurden 20mM NaHCO3 und CaCl2, sowie eine Flussrate von
0,26ml/min/Seite.
4.3.2 Wahl der Konzentration der Salzlo¨sungen
Da in den Vorversuchen bei einer Verwendung von 10mM NaHCO3 und CaCl2 viele gleichma¨ßig
u¨ber die Matrixoberﬂa¨che verteilte, ﬂache Kristalle auftraten (siehe Abb. 4.7), hingegen keinerlei
Wachstum von Calcit, Vaterit oder nadelfo¨rmigem Aragonit stattfand (vergleiche auch Auﬂistung der
auftretenden CaCO3 - Polymorphe in Tabelle A2 im AnhangA.8), wurde in den weiteren Versuchen
zuna¨chst mit dieser Konzentration gearbeitet.
Es zeigte sich jedoch, dass in den folgenden Versuchen (Experimente 7, 9, 10, 16, 17 und 19
in AnhangA.8) bei einer Umgebungstemperatur von 25,1◦C±0,1◦C und einer Konzentration der
Salzlo¨sungen von 8mM oder 10mM keine Wiederholung dieses ausgepra¨gten Wachstums stattfand
und weder ﬂache Kristalle (mit zwei Ausnahmen in 24 Proben) noch Kristalle einer anderen Mor-
phologie (mit einer Ausnahme in 24 Proben) auf der unlo¨slichen Matrix aufwuchsen (Abb. 4.8 (a)
und (b)). Daraufhin wurde zu ho¨heren Konzentrationen der Salzlo¨sungen von 15mM oder 20mM ge-
wechselt (Experimente 11, 12, 20, 23 und 24 in AnhangA.8), woraufhin ein Wachstum von ﬂachen
Kristallen auf 4 von 20 Proben beobachtet werden konnte (siehe Abb. 4.8 (c) - (f) und Tabelle A4 im
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Abb. 4.7: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che (VIAN) der unlo¨slichen Matrix. (a) Wachstum von ﬂachen Kristallen.
(b) Gleichma¨ßige Verteilung der ﬂachen Kristalle auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix. Verwendet wurden
10mM NaHCO3 und CaCl2, sowie eine Flussrate von 0,27ml/min/Seite.
AnhangA.8). Es muss jedoch betont werden, dass bei der Verwendung von 15mM Salzlo¨sungen Va-
terit und bei 20mM auch Calcit die Kristallarten waren, die dominierten. Da insbesondere die ﬂachen
Kristalle nur auf wenigen dieser Proben gebildet wurden, zeigt sich, dass die Versuche keine hohe Re-
produzierbarkeit aufweisen. Eine Erho¨hung der Konzentrationen der Salzlo¨sungen fu¨hrt damit zwar zu
einer Erho¨hung des CaCO3 -Wachstums, ein vermehrtes Wachstum ﬂacher Kristalle wird aber kaum
erhalten.
Dass die Erho¨hung des CaCO3 -Kristallwachstums nur von der Konzentration der Salzlo¨sungen und
nicht von der unlo¨slichen Matrix als Substrat abha¨ngig ist, zeigt sich, wenn ein anderes Substrat
gewa¨hlt wird. Als dieses Substrat wurde ein Filterpapier mit einer Porengro¨ße von 0,22 μm verwendet
(Experimente 21 und 22 in AnhangA.8). Die SEM Aufnahmen in Abb. 4.9 zeigen, dass unter Verwen-
dung von 10mM Salzlo¨sungen mit Ausnahme vereinzelt auftretender Calcitkristalle kein Wachstum
auf dem Papier stattﬁndet, nach einer Durchfu¨hrung des Versuches mit 20mM Salzlo¨sungen beﬁnden
sich hingegen zahlreiche Vaterit- und Calcitkristalle auf der gesamten Oberﬂa¨che des Filterpapiers.
Das Wachstum ﬂacher Kristalle auf dem Papier konnte nicht beobachtet werden.
Im Rahmen meiner Arbeit wurden zu dem CaCO3 -Wachstum auf den Oberﬂa¨chen unterschiedlicher
Substrate keine repra¨sentativen Experimente durchgefu¨hrt, mit denen ein Wachstum ﬂacher Kristalle
auf diesen Oberﬂa¨chen vollsta¨ndig ausgeschlossen werden kann. Derartige Versuche wurden jedoch
zuvor bereits von Heinemann im Rahmen seiner Doktorarbeit [55] vorgenommen. Er untersuchte da-
bei in der Kristallisationskammer die Bildung von CaCO3 -Kristallen auf Zellulose, carboxymethy-
lierter Zellulose, Chitin, carboxymethyliertem Chitin und Chitosan. Es konnte rhomboedrischer Cal-
cit, nadelfo¨rmiger Aragonit, sowie in wenigen Fa¨llen blu¨tenfo¨rmiger Vaterit beobachtet werden. Das
Wachstum ﬂacher Kristalle fand auf diesen Oberﬂa¨chen jedoch nicht statt.
4.3.3 Erho¨hung der Umgebungstemperatur
Ein Faktor, der einen Einﬂuss auf die Art des wachsenden CaCO3 - Polymorphes haben sollte, ist
die Temperatur. So ﬁndet beispielsweise bei Temperaturen u¨ber etwa 50◦C das Wachstum von
Aragonit bevorzugt statt [122]. Eine erho¨hte Umgebungstemperatur ko¨nnte daher zu einem gestei-
gerten Wachstum von Aragonitkristallen fu¨hren. In seiner Doktorarbeit [55] hat Heinemann u¨ber
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Abb. 4.8: SEM Abbildung der Oberﬂa¨chen unterschiedlicher Proben der unlo¨slichen Matrix. (a) Bei Verwen-
dung von 10mM NaHCO3 und CaCl2, sowie einer Flussrate von 0,249ml/min/Seite tritt kein Kriststallwachs-
tum auf der unlo¨slichen Matrix auf (7AN). (b) Vergro¨ßerter Ausschnitt aus (a). (c) Bildung ﬂacher Kristal-
le auf der unlo¨slichen Matrix bei Verwendung von 15mM NaHCO3 und CaCl2, sowie einer Flussrate von
0,268ml/min/Seite (11AC). (d) Vergro¨ßerter Ausschnitt aus (c). (e) Bildung ﬂacher Kristalle auf der unlo¨slichen
Matrix bei Verwendung von 15mM NaHCO3 und CaCl2, sowie einer Flussrate von 0,488ml/min/Seite (12AC).
(f) Vergro¨ßerter Ausschnitt aus (e).
Abb. 4.9: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che des Filterpapiers. (a) Wachstum von vereinzelten Calcitkristallen
bei Verwendung von 10mM NaHCO3 und CaCl2, sowie einer Flussrate von 0,317ml/min/Seite (22 IC). (b)
Verteilung zahlreicher Calcit- und linsenfo¨rmiger Vateritkristalle bei Verwendung von 20mM NaHCO3 und
CaCl2, sowie einer Flussrate von 0,317ml/min/Seite (21 IN). (c) Vergro¨ßerter Ausschnitt aus (b).
Ro¨ntgenbeugungsuntersuchungen und Feigls Fa¨rbemethode gezeigt, dass die ﬂachen Kristalle mit ei-
niger Wahrscheinlichkeit7 aus Aragonit bestehen. Ein gesteigertes Aragonitkristallwachstum bei einer
ho¨heren Temperatur ko¨nnte somit auch ein erho¨htes Wachstum ﬂacher Kristalle bedeuten. U¨ber das
in Abschnitt 4.2.3 beschriebene Wasserbad ließ sich diese erho¨hte konstante Umgebungstemperatur
7Prinzipiell sind diese beiden Methoden eher ungeeignet, um das Polymorph der ﬂachen Kristalle zu bestimmen (siehe dazu
Abschnitt 4.3.5). Eigene TEM Messungen besta¨tigten jedoch spa¨ter, dass es sich bei den ﬂachen Kristallen tatsa¨chlich
um Aragonit handelt (siehe ebenfalls Abschnitt 4.3.5).
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Abb. 4.10: SEM Abbildung der Oberﬂa¨chen unterschiedlicher Proben der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des
Versuches wurden 20mM NaHCO3 und CaCl2, eine Temperatur von 39,8◦C±0,1◦C sowie eine Flussrate von
0,317ml/min/Seite verwendet. (a) Auftreten zahlreichen Wachstums von Vateritkristallen (25AN). (b) Ver-
gro¨ßerte Aufnahme von Vateritkristallen mit der fu¨r Vaterit typischen blu¨tenfo¨rmigen Morphologie (25AN).
(c) Auftreten ﬂacher Kristalle, die eine hohe Oberﬂa¨chenrauigkeit aufweisen (25 IN). Einige dieser Kristalle
zeigen zudem eine vaterita¨hnliche Morphologie (z.B. der Kristall in dem markierten Bereich). (d) Vergro¨ßerte
Aufnahme des markierten Bereiches in (c). (e) A¨hnliches Wachstum ﬂacher Kristalle wie in (c). Der Pfeil mar-
kiert einen Vateritkristall (25IN). (f) Vergro¨ßerte Aufnahme des markierten Bereiches in (e). Die Rauigkeit der
Kristalloberﬂa¨che ist deutlich zu erkennen. Der Pfeil weist auf Oberﬂa¨chenstrukturen, die dem linsenfo¨rmig
gewachsenen Vaterit a¨hneln.
einstellen. Die Temperatur wurde jedoch nicht ho¨her als 50◦C eingestellt, um eine Scha¨digung der
in der unlo¨slichen Matrix enthaltenen Proteine zu vermeiden. Bereits bei den verwendeten ho¨heren
Temperaturen zwischen 39◦C und 50◦C kann jedoch eine Denaturierung mancher Proteine nicht aus-
geschlossen werden. Dies wiederum kann einen Einﬂuss auf das Kristallwachstum haben.
Abb. 4.10 zeigt SEM Aufnahmen der auf der unlo¨slichen Matrix gewachsenen Kristalle. In diesem
Fall wurde eine Temperatur von 39,8◦C±0,1◦C eingestellt. Die Konzentration der Salzlo¨sungen be-
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trug 20mM. Vorrangig wuchsen Vateritkristalle (Abb. 4.10 (a) und (b)) auf der unlo¨slichen Matrix
auf. Es konnten außerdem ﬂache Kristalle beobachtet werden (Abb. 4.10 (c) - (f)), deren Morphologie
jedoch zum Teil auf Vaterit hinweist. So ist beispielsweise in Abb. 4.10 (d) ein Kristall zu erkennen,
dessen unterer Randbereich eindeutig als Vaterit zu erkennen ist, dessen oberer Bereich jedoch ﬂach
ausgepra¨gt ist. Anders als bei den in Abb. 4.8 (c) - (f) pra¨sentierten SEM Aufnahmen ﬂacher Kristalle
weist die Oberﬂa¨che dieser Kristalle eine starke Rauigkeit auf.
Das Wachstum von nadelfo¨rmigem Aragonit konnte trotz der erho¨hten Temperatur nicht beobachtet
werden und auch das Wachstum ﬂacher Kristalle mit einer Morphologie a¨hnlich der Morphologie der
in Abb. 4.6, Abb. 4.7 oder Abb. 4.8 (c) - (f) gezeigten ﬂachen Kristalle trat nicht auf. Ein reproduzier-
bares Wachstum ﬂacher Aragonitkristalle konnte durch die Erho¨hung der Temperatur folglich nicht
erreicht werden (Experimente 13 - 15 (15mM) sowie 25 und 26 (20mM) in AnhangA.8).
Die Versuche wurden zudem mit 10mM Salzlo¨sungen und Temperaturen zwischen 40◦C und 50◦C
durchgefu¨hrt (Experimente 3 - 6 AnhangA.8). Unter diesen Bedingungen wuchs a¨hnlich wie bei
Raumtemperaturen nur sehr wenig Vaterit und Calcit auf. Wachstum von nadelfo¨rmigem Aragonit
oder ﬂachen Kristallen konnte nicht beobachtet werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
Der nachfolgende Abschnitt bescha¨ftigt sich mit einer weiteren Variation des Experiments, mit der ei-
ne gesteigerte Reproduzierbarkeit des Wachstums ﬂacher Kristalle auf der unlo¨slichen Matrix erreicht
werden sollte.
4.3.4 CaCO3 - Kristallisation unter Hinzugabe der lo¨slichen Matrix
Wa¨hrend der Entmineralisierung des Perlmutts mit 100mM EDTA zur Pra¨paration der unlo¨slichen
Matrix wurden nicht nur die Aragonitpla¨ttchen, sondern auch in EDTA lo¨sliche Proteine entfernt. Da
diese Proteine aber einen entscheidenden Einﬂuss auf das Wachstum von CaCO3 -Kristallen haben
ko¨nnen, wurden in diesem Teil der Arbeit verschiedene Konzentrationen der lo¨slichen Matrix zu den
Salzlo¨sungen gegeben.
Wie in Anschnitt 4.2.2 beschrieben, wurde die lo¨sliche Matrix u¨ber Entmineralisierung des Perlmutts
mit 6%iger Essigsa¨ure pra¨pariert. Es ist zu beachten, dass die so pra¨parierte lo¨sliche Matrix eine an-
dere Proteinzusammensetzung enthalten kann als eine mittels EDTA pra¨parierte lo¨sliche Matrix. Um
dies zu pru¨fen, wurden sowohl von der EDTA als auch von der Essigsa¨ure lo¨slichen und unlo¨slichen
Matrix SDS PAGEs (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) erstellt, um Infor-
mationen u¨ber die in den verschiedenen Matrices verbleibenden Proteine zu erhalten. Die Pra¨paration
dieser Gele ist in AnhangA.7 beschrieben. In Abb. 4.11 ist eine Gegenu¨berstellung dieser Gele ge-
zeigt. In beiden Bildteilen beﬁndet sich in der linken Bahn der Marker (M), der Proteine mit bekann-
tem Molekulargewicht entha¨lt. In der mittleren und rechten Bahn sind die Proteine der unlo¨slichen
und der lo¨slichen Matrix pra¨pariert u¨ber EDTA (a) bzw. 6%ige Essigsa¨ure (b) zu erkennen. Ein Ver-
gleich der EDTA und Essigsa¨ure unlo¨slichen Matrix zeigt, dass im Wesentlichen Banden bei den
gleichen Proteingewichten auftreten. Dies bedeutet, dass sich die Art der in der unlo¨slichen Matrix
beﬁndlichen Proteine nicht unterscheidet. Ob die Zusammensetzung dieser Proteine ebenfalls ver-
gleichbar ist oder ob die Proteine in den jeweiligen unlo¨slichen Matrices in unterschiedlichen Men-
genverha¨ltnissen vorkommen, kann anhand der Gele nicht bestimmt werden. Fu¨r die EDTA und Es-
sigsa¨ure lo¨sliche Matrix ko¨nnen ebenso U¨bereinstimmungen der auftretenden Banden beobachtet wer-
den. In beiden Gelen ((a) L und (b) L) knapp u¨ber und unter 21,5 kDa beﬁnden sich Banden, deren
Positionen u¨bereinstimmen (schwarze und gru¨ne Pfeile), sowie im Bereich von 10 kDa (blauer Pfeil).
Demnach ist es durchaus legitim, anstatt der EDTA lo¨slichen Matrix die Essigsa¨ure lo¨sliche Matrix zu
verwenden, da die darin beﬁndlichen Proteine u¨bereinstimmen.
In dem vorhergehenden Abschnitt 4.1.1 wurde erla¨utert, dass die lo¨sliche Matrix die Pra¨zipitationsrate
in u¨bersa¨ttigten CaCO3 - Lo¨sungen beeinﬂusst. In diesem Abschnitt soll nun gezeigt werden, wie sich
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Abb. 4.11: SDS PAGEs (a) EDTA. (b) Es-
sigsa¨ure. Die jeweils gleichfarbigen Pfei-
le markieren Banden, die sowohl in der
EDTA- als auch in der Essigsa¨urepra¨paration
u¨bereinstimmen. M: Protein Marker; das
Molekulargewicht ist in kDa angegeben,
UL: unlo¨sliche Matrix, L: lo¨sliche Matrix.
Die SDS PAGEs wurden von M. Gummich,
Universita¨t Bremen erstellt.
die Zugabe der lo¨slichen Matrix auf das CaCO3 -Kristallisationsverhalten auf der unlo¨slichen Matrix
auswirkt. Es wurden dazu verschiedene Konzentrationen der lo¨slichen Matrix zu den NaHCO3 - und
CaCl2 - Lo¨sungen gegeben. Vorrangig wurden die Konzentrationen 0,02 μg/ml und 1 μg/ml gewa¨hlt,
die bei der Hinzugabe zu einer u¨bersa¨ttigten CaCO3 - Lo¨sung (bestehend aus einer gleichteiligen
Mischung aus 20mM NaHCO3 - und 20mM CaCl2 - Lo¨sung) eine um den Faktor 1,5 gesteiger-
te Pra¨zipitationsrate des Calciumcarbonates (im Vergleich zu Pra¨zipitationsraten ohne Zugabe der
lo¨slichen Matrix) bzw. vollsta¨ndige Inhibition der Calciumcarbonatpra¨zipitation zur Folge haben. In
dieser Arbeit wurde der Einﬂuss der unterschiedlichen Konzentrationen der lo¨slichen Matrix auf das
Calciumcarbonatwachstum in der Kristallisationskammer auf der unlo¨slichen Matrix untersucht. Da-
bei wurde neben den beiden oben genannten Konzentrationen auch eine Konzentration von 0,5 μg/ml
verwendet. Bei dieser Konzentration tritt bei den in [55] vorgestellten Versuchen eine Reduzierung
der Pra¨zipitationsrate um etwa den Faktor 3 auf.
Hinzugabe von 1μg/ml lo¨slicher Matrix
Unter Hinzugabe von 1 μg/ml lo¨slicher Matrix zu den 20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen wurde
das CaCO3 -Kristallwachstum auf der unlo¨slichen Matrix nahezu vollsta¨ndig inhibiert (Experimente
34, 35, 38 und 39 in AnhangA.8). In der im AnhangA.8 dargestellten Tabelle A4 ist zu erkennen,
dass im SEM lediglich auf einer von 8 Proben Vaterit und ebenfalls auf einer von 8 Proben Calcit
ausgemacht werden konnte. Diese Kristalle wiesen große Durchmesser im Bereich von bis zu 30 μm
(Calcit) und 100 μm (Vaterit) auf und kamen nur in einer sehr geringen Anzahl auf der Oberﬂa¨che
der unlo¨slichen Matrix vor (siehe Abb. 4.12 (a) und (b)). In den meisten der durchgefu¨hrten Versuche
(6 von 8 Proben) fand jedoch keinerlei Wachstum auf der unlo¨slichen Matrix statt. Das Auftreten von
ﬂachen Kristallen oder nadelfo¨rmigem Aragonit konnte somit in keinem Fall beobachtet werden. SEM
Aufnahmen der unbewachsenen unlo¨slichen Matrix nach der Behandlung in der Kristallisationskam-
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Abb. 4.12: SEM Abbildungen der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wurden
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen und Flussraten von 0,317ml/min/Seite verwendet. Zusa¨tzlich wurde
1 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den Salzlo¨sungen gegeben. Unter Zugabe der hohen Konzentration der lo¨slichen
Matrix trat nur vereinzelt Wachstum von CaCO3 -Kristallen auf. (a) Bei einer Umgebungstemperatur von
25,2◦C±0,1◦C auf die Oberﬂa¨che (34AN) der unlo¨slichen Matrix aufgewachsene Calcitkristalle. (b) Bei einer
Umgebungstemperatur von 25,1◦C±0,1◦C auf die Oberﬂa¨che (35 IN) der unlo¨slichen Matrix aufgewachsene
Vateritkristalle.
mer sind in Abb. 4.13 gezeigt. Die unlo¨sliche Matrix weist die typische Struktur einer unbehandelten
unlo¨slichen Matrix auf. Die wabenfo¨rmige Struktur der intertabularen Matrix ist deutlich sichtbar
und spiegelt die urspru¨ngliche Position der Ra¨nder der Aragonitpla¨ttchen wider. Im Zentrum dieser
Abdru¨cke der Pla¨ttchen beﬁndet sich eine punktfo¨rmige Struktur (in Abb. 4.13 (c) mit einem Pfeil
markiert), an der wahrscheinlich die CaCO3 -Nukleation wa¨hrend des Perlmuttwachstums stattfand
[29].
Abb. 4.13: SEM Abbildungen der Oberﬂa¨che (35 IN) der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wur-
den 20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen und eine Flussrate von 0,317ml/min/Seite bei einer Tempera-
tur von 25,1◦C±0,1◦C verwendet. Zusa¨tzlich wurde 1 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den Salzlo¨sungen gegeben.
(a) U¨bersicht u¨ber die Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix. Es tritt kein Kristallwachstum auf. (b) Oberﬂa¨che
der unlo¨slichen Matrix bei einer ho¨heren Vergro¨ßerung als in (a). Die wabenfo¨rmige Struktur der intertabula-
ren Matrix, die die urspru¨nglichen Positionen der Aragonitpla¨ttchen angibt, ist zu erkennen. (c) Oberﬂa¨che der
unlo¨slichen Matrix bei einer ho¨heren Vergro¨ßerung als in (b). Der Pfeil markiert eine punktfo¨rmige Struktur
im Zentrum der Pla¨ttchenabdru¨cke, die sich wahrscheinlich an dem Ort beﬁndet, an dem wa¨hrend des Wachs-
tumsprozesses des Perlmutts die Nukleation des Calciumcarbonats stattfand [29], [30].
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Hinzugabe von 0,02μg/ml bzw. 0,5μg/ml lo¨slicher Matrix
Aus der im AnhangA.8 dargestellten TabelleA4 wird ersichtlich, dass unter Zugabe von 0,02 μg/ml
lo¨slicher Matrix (Experimente 27 - 31 in AnhangA.8) in etwas mehr als 30% dieser Experimente
Wachstum ﬂacher Kristalle auftrat. Das Wachstum der Polymorphe Vaterit und Calcit u¨berwog stark
mit einer Ha¨uﬁgkeit von jeweils etwa 75%.
Bei einer Verwendung von 0,5 μg/ml lo¨slicher Matrix war die Wahrscheinlichkeit fu¨r das Auﬃnden
ﬂacher Kristalle gro¨ßer (Experimente 32 und 33 in AnhangA.8). In diesem Fall wurden jedoch wegen
Zeitmangels lediglich zwei Versuche mit jeweils zwei Kristallisationskammern durchgefu¨hrt. Dies
bedeutet, dass sich pro Versuch vier zu untersuchende, unterschiedliche Oberﬂa¨chen der unlo¨slichen
Matrix ergaben. Die Anzahl dieser auswertbaren Proben war damit zu gering, als dass eine quan-
titative Bestimmung der Ha¨uﬁgkeit des Auftretens ﬂacher Kristalle zula¨ssig wa¨re. Fu¨r diese bei-
den durchgefu¨hrten Versuche lag die Ha¨uﬁgkeit des Auftretens der Polymorphe Vaterit und Calcit
unter der bei einer Verwendung von 0,02 μg/ml lo¨slicher Matrix bestimmten Ha¨uﬁgkeit (siehe Ta-
bellenA3 und A4 in AnhangA.8). Wie wenige Seiten zuvor erwa¨hnt, tritt in einem Becherglas, in
dem gleiche Teile von 20mM CaCl2 - und NaHCO3 - Lo¨sung gemischt werden, bei Hinzugabe von
0,5 μg/ml lo¨slicher Matrix eine Reduzierung der Pra¨zipitationsrate um den Faktor 3 auf. Dies stimmt
nicht mit den in der Kristallisationskammer erhaltenen Ergebnissen u¨berein, bei denen sich trotz der
Zugabe von 0,5 μg/ml lo¨slicher Matrix ﬂache Kristalle ausbildeten und auch das Auftreten von Calcit-
und Vateritkristallen nur wenig im Vergleich zu Versuchen, bei denen 0,02 μg/ml lo¨sliche Matrix ver-
wendet wurden, reduziert wurde. Es darf dabei jedoch nicht außer acht gelassen werden, dass in dem
Becherglas kein Substrat angeboten wurde, sich in der Kristallisationskammer jedoch die unlo¨sliche
Matrix befand. Diese kann eventuell Proteine enthalten, die der inhibierenden Wirkung einiger Prote-
ine der lo¨slichen Matrix entgegenwirken ko¨nnen.
In dem folgenden Teil dieses Abschnittes werden SEM Aufnahmen pra¨sentiert, aus denen die Mor-
phologien der sowohl unter Hinzugabe von 0,02 μg/ml als auch von 0,5 μg/ml lo¨slicher Matrix auf-
gewachsenen CaCO3 -Kristalle ersichtlich werden.
Wie erwa¨hnt ﬁndet in Gegenwart von 0,02 μg/ml lo¨slicher Matrix zu einem großen Anteil Wachstum
von Vaterit und Calcit auf den Oberﬂa¨chen der unlo¨slichen Matrix statt. Das Wachstum von Vaterit-
kristallen u¨berwiegt dabei deutlich. Abb. 4.14 zeigt SEM Aufnahmen der unterschiedlichen auftreten-
den Vateritmorphologien: linsen- und blu¨tenfo¨rmiger Vaterit.
Abb. 4.14: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che (27AC) der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wurden
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen und eine Flussrate von 0,317ml/min/Seite verwendet. Zusa¨tzlich wur-
de 0,02 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den Salzlo¨sungen gegeben. (a) Linsen- und blu¨tenfo¨rmiger (schwarzer Pfeil)
Vaterit. Vereinzelt treten zudem Calcitkristalle auf (gelber Pfeil). (b) Linsenfo¨rmiger Vaterit. (c) Linsenfo¨rmiger
Vaterit. Diese Aufnahme wurde bei der gleichen Vergro¨ßerung wie die in (b) gezeigte Aufnahme erstellt. Die
Anzahl der Vateritkristalle ist im Vergleich zu der in (b) dargestellten Probenstelle erho¨ht und auch die Durch-
messer der einzelnen linsenfo¨rmigen Kristalle ist gro¨ßer.
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Unter Verwendung einer geringen Konzentration der lo¨slichen Matrix von 0,02 μg/ml ist aber auch
eine geringe Zunahme der Ha¨uﬁgkeit des Auftretens ﬂacher Kristalle gegenu¨ber den in den Abschnit-
ten 4.3.1 - 4.3.3 beschriebenen Versuchen, in denen keine lo¨sliche Matrix hinzugegeben wurde, zu
beobachten.
In der Abb. 4.15 sind Beispiele fu¨r das Wachstum ﬂacher Kristalle gezeigt. Die Konzentration der ver-
wendeten Salzlo¨sungen war 20mM und die Flussrate betrug 0,488ml/min/Seite. Die SEM Aufnahme
in Bildteil (a) ist eine U¨bersichtsaufnahme eines Bereichs der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix, der
eine Vielzahl ﬂacher Kristalle aufweist. In (b) - (d) sind Abbildungen dieses Bereichs bei ho¨heren
Vergro¨ßerungen dargestellt. Es wird deutlich, dass sich die ﬂachen Kristalle wa¨hrend des Wachs-
tumsprozesses lateral ausdehnen, bis sie auf benachbarte Kristalle stoßen. Ob die Kristalle an diesen
Grenzbereichen tatsa¨chlich zusammenwachsen oder sich lediglich beru¨hren, wird aus den SEM Auf-
nahmen nicht ersichtlich. Die weißen Pfeile in (d) markieren Bereiche, in denen jeweils zwei ﬂache
Kristalle lateral aufeinander gestoßen sind. Es entstehen auf diese Weise gro¨ßere ﬂache Kristalle mit
einer unebenen Oberﬂa¨che, auf der teilweise noch die Grenzen der urspru¨nglichen einzelnen ﬂachen
Kristalle zu erkennen sind. Die Durchmesser der einzelnen Kristalle liegen im Bereich von ∼5 μm.
Abb. 4.15: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che (29AN) der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wurden
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen und eine Flussrate von 0,488ml/min/Seite verwendet. Zusa¨tzlich wur-
de 0,02 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den Salzlo¨sungen gegeben. (a) Die U¨bersichtaufnahme zeigt einen Bereich, in
dem zahlreiche ﬂache Kristalle aufgewachsen sind. (b-d) Vergro¨ßerte Aufnahmen des in (a) abgebildeten Pro-
benbereichs. Die ﬂachen Kristalle weisen Durchmesser von ∼5 μm auf. Dies entspricht etwa dem Durchmesser
der wabenfo¨rmigen Struktur der intertabularen Matrix (siehe Markierung in (c)). Wa¨hrend des Aufwachspro-
zesses scheinen diese Kristalle sich lateral ausgedehnt zu haben, bis sie auf benachbarte Kristalle getroﬀen sind.
Auf diese Weise bildeten sich gro¨ßere ﬂache Kristalle, wie in (d) gezeigt. Die weißen Pfeile markieren Bereiche,
in denen benachbarte Kristalle sich beru¨hren oder sogar zusammengewachsen sind.
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Diese Dimension stimmt gut mit dem Durchmesser der im Perlmutt vorkommenden Aragonitpla¨ttchen
u¨berein. Dies wird in dem markierten Bereich in (c) deutlich. Neben dem ﬂachen Kristall ist ein Teil
der unlo¨slichen Matrix mit der Struktur der intertabularen Matrix zu erkennen. Der Durchmesser der
durch die intertabulare Matrix gebildeten wabenfo¨rmigen Struktur und des links daneben gewachse-
nen ﬂachen Kristalls kongruieren. Dies ko¨nnte implizieren, dass die Bestandteile der unlo¨slichen Ma-
trix die Gro¨ße der ﬂachen Kristalle beeinﬂusst. Die Abb. 4.16 zeigt einen Bereich der Oberﬂa¨che der
unlo¨slichen Matrix auf dem zahlreiche ﬂache Kristalle auf- und zum Teil auch lateral bereits zusam-
mengewachsen sind. Die vier eingefu¨gten Rechtecke markieren ﬂache Kristalle, die sich lateral noch
nicht weit ausgebildet haben. Im rechten Teil der Abbildung sind diese Bereiche vergro¨ßert dargestellt.
Neben den ﬂachen Kristallen ist auch die Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix mit den Strukturen der
intertabularen Matrix gut zu erkennen. Die vier abgebildeten ﬂachen Kristalle haben sich jeweils im
Zentrum einer der wabenfo¨rmigen Strukturen gebildet. Dies legt den Schluss nahe, dass sich auf der
Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix Bereiche beﬁnden, auf denen bevorzugt eine Nukleation von Calci-
umcarbonat stattﬁndet. Bereits in der Abb. 4.13 wurde auf die punktfo¨rmige Struktur im Zentrum der
von der intertabularen Matrix umgrenzten Bereiche hingewiesen. Diese Struktur entha¨lt laut Bezares
et al. [30] und Nudelman et al. [29] Carboxy- und Sulfatgruppen sowie Proteine, die eine Nuklea-
tion von Aragonit fo¨rdern, und stellt somit den Ort dar, an dem Kristallisationskeimbildung auftritt.
Dies ko¨nnte erkla¨ren, weshalb die ﬂachen Kristalle an dieser Stelle nukleieren. Die wabenfo¨rmigen
Strukturen der intertabularen Matrix weisen Durchmesser von etwa 5 μm auf und enthalten in der
Regel jeweils nur einen Keimbildungsort. Geht man davon aus, dass der Nukleationsprozess in ei-
nem Oberﬂa¨chenbereich der unlo¨slichen Matrix an nahezu jeder Keimbildungsstelle stattﬁndet und
die neugebildeten ﬂachen Kristalle nach dem Nukleationsprozess lateral wachsen, bis sie auf einen
benachbarten Kristall treﬀen, so ko¨nnen die ﬂachen Kristalle maximal einen Durchmesser erreichen,
der dem Abstand der Keimbildungsorte, also ∼5 μm, entspricht. Dies stimmt mit den beobachteten
Abb. 4.16: SEM Abbildung der Oberﬂa¨che (29AN) der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wurden
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen, eine Umgebungstemperatur von 25,2◦C±0,1◦C und eine Flussrate von
0,488ml/min/Seite verwendet. Zusa¨tzlich wurde 0,02 μg/ml lo¨sliche Matrix zu den Salzlo¨sungen gegeben. Die
Rechtecke markieren einzelne ﬂache Kristalle, die im Zentrum der wabenfo¨rmigen Struktur der intertabularen
Matrix nukleierten. Diese ﬂachen Kristalle sind im rechten Teil der Abbildung vergro¨ßert dargestellt.
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Gro¨ßen u¨berein. Es ist daher wahrscheinlich, dass die unlo¨sliche Matrix noch Bestandteile entha¨lt, die
wa¨hrend des Pra¨parationsprozesses nicht entfernt wurden und die die Nukleation von Calciumcarbo-
nat bzw. sogar Aragonit an bestimmten Orten begu¨nstigen.
Die ﬂachen Kristalle wuchsen jedoch nicht nur in der oben beschriebenen Art, sondern auch auf der
intertabularen Matrix (Abb. 4.17). Diese gebildeten Kristalle a¨hneln den in Abb. 4.6 gezeigten Kristal-
len, welche jedoch in Abwesenheit der lo¨slichen Matrix gewachsen waren.
Dieses Wachstum, bei dem eine Nukleation des Calciumcarbonats auf der intertabularen Matrix statt-
ﬁndet, steht zuna¨chst in Gegensatz zu dem Wachstum, bei dem sich der Nukleationsort auf der in-
terlamellaren Matrix im gro¨ßtmo¨glichen Abstand zur intertabularen Matrix beﬁndet. In Abb. 4.17 (b)
sind diese letztgenannten Orte auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix noch gut zu erkennen (mar-
kiert mit einem weißen Pfeil). Die interlamellare Matrix ist nur in den Bereichen bewachsen, in denen
sich die auf der intertabularen Matrix gebildeten Kristalle lateral bereits weiter ausgedehnt haben
(schwarzer Pfeil). In [30] beschreiben Bezares et al. jedoch nicht nur den Nachweis von Carboxy- und
Sulfatgruppen und Aragonit nukleierenden Proteinen in dem Keimbildungsort im Zentrum der wa-
benfo¨rmigen Strukturen, sondern auch in der intertabularen Matrix. Da die in die Kristallisationskam-
mer eingebauten Stu¨cke der unlo¨slichen Matrix aus verschiedenen Bereichen der Schale stammten, ist
es denkbar, dass die Konzentrationen der Carboxy- und Sulfatgruppen sowie der aragonitnukleieren-
den Proteine in der intertabularen Matrix und in dem Keimbildungsort im Zentrum der wabenfo¨rmigen
Struktur der intertabularen Matrix variieren. Je nachdem in welchem dieser Bereiche die Konzentratio-
nen dominieren, tritt dort bevorzugt die Nukleation von Calciumcarbonat auf. Eine andere Erkla¨rung
fu¨r das stark unterschiedlich ablaufende Wachstum ist, dass eventuell wa¨hrend der Entmineralisie-
rung des Perlmutts in unterschiedlichen Bereichen der Schale Bestandteile wie zum Beispiel Aragonit
nukleierende Proteine verschieden stark herausgelo¨st wurden.
Abb. 4.17: SEM Abbildungen der Oberﬂa¨che (32 IN) der unlo¨slichen Matrix. Wa¨hrend des Versuches wurden
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen bei einer Umgebungstemperatur von 25,2◦C±0,1◦C und einer Flussra-
te von 0,317ml/min/Seite verwendet. Die Konzentration der hinzugegebenen lo¨slichen Matrix betrug 0,5 μg/ml.
(a) U¨bersichtsaufnahme eines Bereichs, auf dem zahlreiche Kristalle auf der intertabularen Matrix gewachsen
sind. Die u¨ber 50 μm großen Kristalle im rechten oberen Bildteil sind blu¨tenfo¨rmiger Vaterit. (b) Vergro¨ßerte
Aufnahme der Mineralisierung der intertabularen Matrix. Der schwarze Pfeil markiert einen Bereich, in dem
sich die Kristalle lateral so weit aufgedehnt haben, dass die interlamellare Matrix vollsta¨ndig bedeckt ist. Der
weiße Pfeil weist auf eine punktfo¨rmige Struktur im Zentrum der wabenfo¨rmigen Struktur der intertabularen
Matrix. Diese Struktur markiert laut [29] und [30] den Ort, an dem das urspru¨ngliche Aragonitpla¨ttchen des
Perlmutts wa¨hrend des Wachstumsprozesses nukleiert ist. (c) Aufnahme der Mineralisierung der intertabularen
Matrix bei einer ho¨heren Vergro¨ßerung als in (b).
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4.3.5 TEM Untersuchung der ﬂachen Kristalle
Anhand der Morphologie der ﬂachen Kristalle ist es nicht mo¨glich, das Polymorph zu bestimmen. Wie
bereits in Abschnitt 4.3.3 erwa¨hnt, hat Heinemann im Rahmen seiner Doktorarbeit jedoch gezeigt, dass
die ﬂachen Kristalle aus Aragonit zu bestehen scheinen [55]. Als Untersuchungsmethoden verwendete
er Feigls Fa¨rbemethode und Ro¨ntgenbeugung. Die Fa¨rbemethode liefert eine schnelle Unterscheidung
zwischen Aragonit und Calcit, der im Gegensatz zu Aragonit in einer Lo¨sung aus MnSO4 und Ag2SO4
nicht schwarz eingefa¨rbt wird [123]. Das Auftreten der Fa¨rbung beruht auf der unterschiedlich starken
Lo¨slichkeit der CaCO3 - Polymorphe. Da Aragonit in Wasser leichter lo¨slich ist als Calcit, laufen die
folgenden Reaktionen fu¨r Aragonit schneller ab:
CaCO3  Ca2+ + CO2−3
CO2−3 + H2O HCO
−
3 + OH
−
Das entstandene Hydroxidion reagiert mit den Bestandteilen der Feigl‘schen Fa¨rbelo¨sung und
es kommt zu einem Niederschlag von MnO2 und elementarem Silber auf dem sta¨rker lo¨slichen
CaCO3 - Polymorph. Feigl bezog in seinen Untersuchungen das Polymorph Vaterit jedoch nicht mit
ein. Da Vaterit sta¨rker lo¨slich als Aragonit ist [124, 125], muss es mit der Fa¨rbemethode zu einer
schnelleren schwarzen Einfa¨rbung des Vaterits kommen. Auf den in der Kristallisationskammer
bewachsenen Proben ist neben Calcit und Aragonit auch Vaterit vorhanden. Die Fa¨rbemethode nach
Feigl ist in diesem Fall also nicht fu¨r eine Unterscheidung des Aragonit von den beiden anderen
CaCO3 - Polymorphen geeignet.
Ro¨ntgenbeugung hat den Nachteil, dass sich in dem Ro¨ntgenbeugungsspektrum in der Regel nicht
nur die Informationen einzelner Kristalle von der unlo¨slichen Matrix beﬁnden. Es ko¨nnen daher in
den Spektren neben den Informationen von den ﬂachen Kristallen auch Informationen u¨ber sich auf
der Probe beﬁndliche Calcit- und Vateritkristalle auftreten. Außerdem kann nicht eindeutig bestimmt
werden, ob die erhaltenen Aragonit - Signale von ﬂachen Kristallen oder eventuell von nadelfo¨rmigem
Aragonit stammen.
Des Weiteren wurde bisher zur Beschreibung der ﬂachen Strukturen auf der Oberﬂa¨che der
unlo¨slichen Matrix der Begriﬀ ”ﬂacher Kristall“ verwendet. Diese Formulierung ist genau genommen
nicht korrekt, da im SEM nicht zu erkennen ist, ob die aufgewachsenen Strukturen tatsa¨chlich
kristallin sind oder aus amorphem Calciumcarbonat bestehen. Um also zwischen kristallinem und
amorphem Material unterscheiden, eventuell eine eindeutige Bestimmung des Polymorphs der
ﬂachen Strukturen vornehmen und zudem gegebenenfalls eine Aussage u¨ber deren Orientierung
treﬀen zu ko¨nnen, wurde in einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) Elektronenbeugung
durchgefu¨hrt. Abb. 4.18 (a) zeigt die TEM Aufnahme einer Lamelle, die sich aus der Platin Deposition
(Pt) an der Oberseite, dem darunterliegenden ﬂachen Kristall (FK) und der unlo¨slichen Matrix (UM)
zusammensetzt. Die Beugungsbilder in Abb. 4.18 (b) - (e) lassen deutlich erkennen, dass es sich
um kristallines Material handelt. Die Verwendung des Begriﬀs ”ﬂacher Kristall“ ist also durchaus
korrekt. Allerdings zeigt sich anhand der Beugungbilder, die alle im kristallinen Bereich der in
Abb. 4.18 (a) abgebildeten Lamelle aufgenommen wurden, dass das aufgewachsene Material nicht
einkristallin ist. Dies ist insbesondere in den Beugungsbildern in Abb. 4.18 (b) und (e) zu erkennen, in
denen eine Vielzahl von Reﬂexen auftreten, die nicht einer einzelnen Zonenachse zugeordnet werden
ko¨nnen. In allen vier Beugungsbildern sind die Reﬂexe unscharf und verwischt. Dies resultiert aus
der leichten Variation der Kristallorientierung in dem dort untersuchten Bereich. Zur Aufnahme der
Beugungsbilder wurde eine Feinbereichsbeugungsblende8 (SAD Blende) mit einem Durchmesser von
10 μm verwendet. Dies war notwendig, um Beugungsbilder aufnehmen zu ko¨nnen, die lediglich die
8Im Englischen: selected area diﬀraction aperture
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Abb. 4.18: (a) TEM Querschnittsaufnahme
eines ﬂachen Kristalls, der unter folgenden
Bedingungen auf der Oberﬂa¨che (29AN)
der unlo¨slichen Matrix gewachsen wurde:
20mM NaHCO3 - und CaCl2 - Lo¨sungen,
Umgebungstemperatur: 25,2◦C±0,1◦C,
Flussrate: 0,488ml/min/Seite, Hinzuga-
be von 0,02 μg/ml lo¨slicher Matrix zu
den Salzlo¨sungen. Pt: Platin Depositi-
on, FK: ﬂacher Kristall, UM: unlo¨sliche
Matrix. (b) - (e) An dem ﬂachen Kristall
mit einer 10 μm SAD Blende erzeugte
Beugungsbilder.
Informationen eines kleinen Probenbereiches, in dem sich die Kristallorientierung mo¨glichst wenig
a¨nderte, zu erhalten. Trotz der Verwendung der SAD Blende war es im Großteil der Fa¨lle jedoch nicht
mo¨glich, auswertbare Aufnahmen zu erhalten.
Auf die Auswertung der Beugungsbilder und die Bestimmung des Polymorphs wird erst am Ende
dieses Abschnittes na¨her eingegangen. Die Inhalte der na¨chsten Seiten werden sich zuna¨chst mit der
im TEM beobachteten Struktur der ﬂachen Kristalle befassen.
Struktur der ﬂachen Kristalle
In Abb. 4.19 (a) ist eine SEM Aufnahme des ﬂachen Kristalls abgebildet, aus dem die in Abb. 4.18 (a)
gezeigte TEM Lamelle pra¨pariert wurde. Abb. 4.19 (b) - (d) zeigt TEM, TEM Dunkelfeld9 und STEM
Aufnahmen derselben Probe. Die kristalline Schicht scheint ”blockartig“ mit einer Dicke zwischen
200 - 650 nm aufgewachsen zu sein. In der TEM Dunkelfeldaufnahme in Abb. 4.19 (c) wird deutlich,
dass Bereiche des aufgewachsenen ﬂachen Kristalls unterschiedlich orientiert sind. Dies stimmt mit
der aus den zuvor gezeigten Beugungsbildern geschlossenen Aussage u¨berein. In Abschnitt A.9 des
Anhangs in Abb. A8, A10 und A12 beﬁnden sich weitere Beispiele fu¨r diese zwar nicht vo¨llig einkris-
talline, so aber doch durchgehend aufgewachsene Struktur. Die Abb. A7, A9 und A11 zeigen jeweils
9Zur Erzeugung der Dunkelfeldaufnahmen wurden mit einer Objektivblende mehrere Reﬂexe ausgewa¨hlt, so dass in der
Abbildung unterschiedlich orientierte Bereiche mo¨glichst deutlich zu erkennen waren.
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Abb. 4.19: (a) SEM Aufnah-
me eines ﬂachen Kristalls auf
der Oberﬂa¨che (29AN) der
unlo¨slichen Matrix. Das wei-
ße Rechteck markiert den Be-
reich, aus dem die TEM La-
melle pra¨pariert wurde.
(b) - (d) Vergro¨ßerte Aufnah-
men der in Abb. 4.18 (a) ge-
zeigten Probe. (b) TEM Auf-
nahme. (c) TEM Dunkelfeld-
aufnahme. (d) STEM Auf-
nahme. Pt: Platin Deposi-
tion, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix.
die zugeho¨rigen SEM Aufnahmen der fu¨r die TEM Untersuchungen pra¨parierten ﬂachen Kristalle.
Die Dicke dieser ﬂachen Kristalle beﬁndet sich in einem Bereich von 1μm.
Bei genauerer Betrachtung ist in Abb. 4.19 (b) und deutlicher noch in Abb. 4.19 (d) im rechten Bereich
der Abbildungen eine geschichtete Struktur des ﬂachen Kristalls zu erkennen. Es scheinen lateral aus-
gedehnte Schichten in dem Kristall aufzutreten, die in der TEM Aufnahme heller und in der STEM
Aufnahme dunkler erscheinen. Die Dunkelfeldaufnahme (Abb. 4.19 (c)) macht deutlich, dass diese
Zwischenra¨ume keineswegs leer sind (denn in diesem Fall mu¨ssten sie dunkel erscheinen), sondern
einen a¨hnlichen Kontrast aufweisen wie die kristallinen oder organischen Bereiche.
Eine derartig geschichtete Struktur konnte noch wesentlich ausgepra¨gter bei weiteren ﬂachen Kristal-
len beobachtet werden. Abb. 4.20 zeigt ein Beispiel fu¨r ein solches Kristallwachstum. Auch hier wird
wieder deutlich, dass die lateralen Strukturen in der Dunkelfeldaufnahme (d) nur vage zu erkennen
sind, wohingegen sie in den TEM und STEM Aufnahmen (b) und (f) klar erkennbar sind. Dies spricht
erneut dafu¨r, dass diese Strukturen auf jeden Fall Material enthalten. Dieses ist jedoch leichter (dunk-
ler Kontrast im STEM) oder in Durchstrahlrichtung du¨nner als der umgebende Kristall. Eine SEM
Aufnahme dieses geschichteten ﬂachen Kristalls vor der Pra¨paration der TEM Lamelle ist in Abb. 4.21
dargestellt. Das schwarze Rechteck markiert den Bereich, aus dem die Lamelle erzeugt wurde.
Weitere Abbildungen fu¨r geschichtetes Kristallwachstum sind im AnhangA.10 aufgefu¨hrt.
Eine vergro¨ßerte TEM Aufnahme einer lateralen Struktur zwischen zwei u¨bereinanderliegenden kris-
tallinen Bereichen ist in Abb. 4.22 gezeigt. Die beiden Kristalle scheinen durch diese etwa 20 nm dicke
Schicht nicht vollsta¨ndig voneinander getrennt zu sein, sondern weisen Verbindungsstellen auf, die ei-
ne A¨hnlichkeit mit den in Perlmutt auftretenden Mineralbru¨cken haben (Abschnitt 3.4.3, [20, 22]).
Zu einer na¨heren Untersuchung wurde der in Bildteil (a) mit einem Rechteck markierte Bereich bei
einer ho¨heren Vergro¨ßerung im TEM aufgenommen. Aufgrund der stark variierenden Orientierung
des kristallinen Materials war es nicht mo¨glich, die Probe in Zonenachse zu orientieren. Daher ist
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Abb. 4.20: (a) und (b) TEM Aufnah-
men des Querschnitts eines ﬂachen
Kristalls bei unterschiedlichen
Vergro¨ßerungen (33AC).
(c) und (d) TEM Dunkelfeld-
aufnahmen bei unterschiedlichen
Vergro¨ßerungen.
(e) und (f) STEM Aufnahmen bei
unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
Pt: Platin Deposition, FK: ﬂa-
cher Kristall, UM: unlo¨sliche
Matrix. 20mM NaHCO3 und
CaCl2, Flussrate 0,317ml/min/Seite,
25,2◦C±0,1◦C, 0,02 μg/ml lo¨sliche
Matrix.
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Abb. 4.21: SEM Aufnahme eines ﬂachen
Kristalls auf der Oberﬂa¨che (33AC) der
unlo¨slichen Matrix. Das schwarze Recht-
eck markiert den Bereich, aus dem die
in Abb. 4.20 dargestellte TEM Lamel-
le pra¨pariert wurde. FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix.
in Abb. 4.22 (b) zwar keine Hochauﬂo¨sung, aber zumindest die Auﬂo¨sung von anna¨hernd vertikal
verlaufenden Netzebenen erreicht. Um die Netzebenen etwas deutlicher kenntlich zu machen, wur-
de u¨ber eine Wienerﬁlterung10 das Rauschen im Bild verringert. Die geﬁlterte Abbildung des violett
markierten Bereichs ist in Abb 4.22 (c) vergro¨ßert dargestellt. Die Netzebenen sind gut zu erkennen
und es wird insbesondere deutlich, dass sie ohne Unterbrechung vom oberen zum unteren Bildrand
verlaufen. Die beiden u¨bereinanderliegenden Kristalle sind somit tatsa¨chlich verbunden und weisen
eine sehr a¨hnliche Orientierung auf. Dies wird auch durch die in den Bildteilen (d) - (g) dargestell-
ten Diﬀraktogramme11 bewiesen. Die Diﬀraktogramme (d) und (g) wurden von dem u¨ber bzw. unter
der lateralen Struktur liegenden, kristallinen Bereich erstellt. Das Diﬀraktogramm (f) stammt von der
Verbindungsstelle zwischen diesen beiden Bereichen. Die weißen Pfeilko¨pfe markieren Reﬂexe, die
in allen drei Diﬀraktogrammen gut zu erkennen sind und deren Positionen u¨bereinstimmen. Damit
ist eine U¨bereinstimmung der kristallinen Orientierung in den unterschiedlichen Bereichen gezeigt.
Der in der TEM Aufnahme in Bildteil (b) mit einem gru¨nen Rechteck umschlossene Bereich scheint
amorphes Material zu enthalten. Dies kann mittels des in (e) abgebildeten Diﬀraktogramms besta¨tigt
werden. Insgesamt ist die A¨hnlichkeit zu den natu¨rlich gewachsenen Mineralbru¨cken sehr auﬀa¨llig.
Die kristallinen Bereiche sind durch amorphe Schichten getrennt und geben wa¨hrend des Wachs-
tumsprozesses zumindest stellenweise ihre Orientierung u¨ber Verbindungsstellen weiter. Anhand der
TEM Aufnahmen kann jedoch nicht gekla¨rt werden, ob es sich bei den amorphen Schichten um Teile
der unlo¨slichen Matrix oder um amorphes Calciumcarbonat handelt. Die Existenz von organischen
Schichten wu¨rde bedeuten, dass die in der Kristallisationskammer stattﬁnden Wachstumsprozesse des
Calciumcarbonats sehr dem Wachstum des natu¨rlichen Perlmutts nahe kommen wu¨rden, bei dem die
Kristallisation des Aragonits in den vorgeformten Schichten der interlamellaren Matrix stattﬁndet.
Die Tatsache, dass die Dicke der interlamellaren Matrix in Perlmutt mit 30 - 50 nm u¨ber der Dicke
der amorphen Schicht (etwa 20 nm) in Abb. 4.22 (a) liegt, ko¨nnte damit zu erkla¨ren sein, dass wa¨hrend
der Pra¨paration der unlo¨slichen Matrix zahlreiche Proteine von den interlamellaren Schichten abgelo¨st
wurden, was eine Reduzierung der Schichtdicke zur Folge hatte.
10Die Wienerﬁlterung wurde mit dem Computerprogramm DALI (digital analysis of lattice images) vorgenommen. Dabei
wurde zuna¨chst das Bild fouriertransformiert, auf das entstandene Diﬀraktogramm die Wienerﬁlterung angewendet und
das geﬁlterte Diﬀraktogramm invers fouriertransformiert.
11Die Diﬀraktogramme wurden mit dem Computerprogramm DALI erzeugt.
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Abb. 4.22: (a) Vergro¨ßerte TEM Aufnahme der in Abb. 4.20 gezeigten Probe (33AC). Die lateral ausgedehnte
Struktur zwischen zwei u¨bereinanderliegenden kristallinen Bereichen ist zu erkennen. (b) Vergro¨ßerte Abbil-
dung des in (a) mit einem Rechteck markierten Bereichs. (c) Mittels Wienerﬁlterung bearbeitete Abbildung des
in (b) violett markierten Bereichs. (d) - (g) Diﬀraktogramme der in den jeweiligen Farben in (b) gekennzeichne-
ten Bereiche. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall.
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Fu¨r den Fall, dass die amorphen Schichten Ru¨cksta¨nde der interlamellaren Matrix sind, wa¨re zu er-
warten, dass sie kein oder nur wenig Calcium enthalten. Um dies zu pru¨fen, wurden im STEM Modus
EDX Messungen durchgefu¨hrt.
Da die in Abb. 4.22 gezeigte Probe wa¨hrend der EDX Messungen Strahlscha¨digung aufwies und zu-
dem stark driftete, werden an dieser Stelle die EDX Resultate einer vergleichbaren Probe pra¨sentiert.
Die EDX Spektren der Probe aus Abb. 4.22 beﬁnden sich der Vollsta¨ndigkeit halber im AnhangA.11.
Die TEM und STEM Aufnahmen der Probe, deren EDX Spektren hier vorgestellt werden, sind im
AnhangA.10 in Abb.A14 dargestellt.
In der STEM Aufnahme (Abb. 4.23) der mittels EDX untersuchten Probe sind zwei amorphe Schichten
als horizontal verlaufende dunklere Strukturen, sowie in der unteren, deutlicher ausgepra¨gten Schicht
Verbindungsstellen zwischen den u¨bereinanderliegenden kristallinen Bereichen zu erkennen. Fu¨r die
EDX Messungen wurden zwei gleichgroße Bereiche gewa¨hlt, die in Abb. 4.23 mit roten Rechtecken
markiert sind. Der Bereich 1 beﬁndet sich innerhalb der unteren Schicht in einem Bereich, der im
TEM Modus als amorph identiﬁziert werden konnte. Der Bereich 2 beﬁndet sich als Referenz inner-
halb des kristallinen Materials. Die an diesen Bereichen aufgenommenen EDX Spektren sind ebenfalls
in Abb. 4.23 abgebildet. Die Dauer der Signaldetektion war fu¨r beide Spektren die gleiche. Bei der Be-
trachtung des Spektrums 1 fa¨llt auf, dass neben Kohlenstoﬀ - und Sauerstoﬀ - Signalen auch ein sehr
deutliches Calcium - Signal detektiert wurde.
U¨berraschenderweise tritt außerdem ein starkes Silizium - Signal auf. Die Tatsache, dass ein deutli-
ches Calcium - Signal detektiert wurde, spricht zuna¨chst dafu¨r, dass es sich bei den Schichten nicht
um Ru¨cksta¨nde der interlamellaren Matrix handelt, sondern eventuell um amorphes Calciumcarbo-
nat. Auf den Ursprung der Calcium - und Silizium - Signale sowie auf die Frage, ob die Schichten
tatsa¨chlich keine Ru¨cksta¨nde der interlamellaren Matrix sein ko¨nnen, wird in der Diskussion na¨her
eingegangen.
In Spektrum 2 ist kein Silizium - Signal auszumachen. Dieses Spektrum weist lediglich Kohlenstoﬀ -,
Sauerstoﬀ - und Calcium - Signale auf. Dies ist zu erwarten, da der Bereich 2 kristallines Calciumcar-
bonat entha¨lt.
Abb. 4.23: STEM Aufnahme eines geschichteten ﬂachen Kristalls (25 IN). Die amorphen Schichten sind als
horizontal verlaufende dunklere Strukturen zu erkennen. Mit roten Rechtecken sind zwei Bereiche markiert, an
denen die abgebildeten EDX Spektren aufgenommen wurden. In den Spektren treten die C Kα1, O Kα1, Si Kα1
(nur im Spektrum von Bereich 1), Ca Kα1 und Ca Kβ1 Linien auf.
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Bestimmung des CaCO3 - Polymorphs der ﬂachen Kristalle
Die zu Beginn dieses Abschnitts aufgeworfene zentrale Frage nach dem Polymorph der ﬂachen Kris-
talle wurde mit diesen Untersuchungen noch nicht beantwortet und ist Inhalt der nun folgenden Seiten.
Wie bereits erwa¨hnt, ist es mo¨glich, das Polymorph u¨ber Elektronenbeugung zu bestimmen. Einige
Beispiele fu¨r aufgenommene Beugungsbilder wurden in Abb. 4.18 (b) - (e) pra¨sentiert. Beugungsbil-
der, die eine Vielzahl von Reﬂexen aufwiesen, wie die Bilder in (b) und (e), lassen keine Indizierung
zu. Das in Abb. 4.18 (d) gezeigte Beugungsbild war jedoch eindeutig indizierbar und ermo¨glichte so-
mit eine Identiﬁzierung des CaCO3 - Polymorphs des ﬂachen Kristalls 29AN. Dieser ﬂache Kristall
wurde unter Zugabe von 0,02 μg/ml lo¨slicher Matrix auf die unlo¨sliche Matrix aufgewachsen. Das
indizierte Beugungsbild sowie eine TEM Aufnahme des Kristalls sind in Abb. 4.24 gezeigt. Die un-
gefa¨hre Position des mittels SAD Blende untersuchten Bereichs des ﬂachen Kristalls ist in dem Teil-
bild (a) u¨ber einen Kreis gekennzeichnet. U¨ber die Indizierung des Beugungsbildes konnte Aragonit
als das CaCO3 - Polymorph bestimmt werden, aus dem der ﬂache Kristall besteht. Die ermittelte Zo-
nenachse ist [001]. Die Richtung der Oberﬂa¨chennormale (ON) des ﬂachen Kristalls am untersuchten
Probenort ist in Form eines blauen Pfeils eingezeichnet. Unter Beru¨cksichtigung der Drehung zwi-
schen TEM Aufnahme und Beugungsbild12 la¨sst sich die Richtung der Oberﬂa¨chennormale bestim-
men. In diesem Fall ergibt sich die Richtung [110]. Dies gilt jedoch nicht fu¨r den gesamten ﬂachen
Kristall, sondern nur fu¨r den untersuchten Ort. Grund dafu¨r ist die unebene Oberﬂa¨che des Kristalls,
die in der TEM Aufnahme in Abb. 4.24 (a) sichtbar ist. So markiert beispielsweise der gelbe Pfeil
die Oberﬂa¨chennormale einer anderen Probenstelle, die um etwa 16◦ gegen die durch den blauen
Pfeil dargestellte Oberﬂa¨chennormale verkippt ist. Eine kristallographische Richtung ist dieser Ober-
ﬂa¨chennormalen jedoch nicht zuzuordnen, da der ﬂache Kristall nur in kleinen Bereichen einkristallin
ist und somit die u¨ber das Beugungsbild bestimmten Orientierungen tatsa¨chlich nur fu¨r einen kleinen
Bereich gu¨ltig sind.
In der Abb. 4.25 ist eine von der blockartigen Struktur des Kristalls her a¨hnliche Probe (1AN) wie in
der vorherigen Abbildung zu erkennen.
Abb. 4.24: (a) TEM Aufnahme des Querschnitts eines ﬂachen, blockartig gewachsenen Kristalls (29AN). Der
Kreis markiert die ungefa¨hre Position der SAD Blende. Der blaue Pfeil ist die Oberﬂa¨chennormale des ﬂachen
Kristalls am Ort des aufgenommenen Beugungsbildes. Der gelbe Pfeil ist die Oberﬂa¨chennormale des ﬂachen
Kristalls in einem anderen Bereich der TEM Lamelle. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall, UM: unlo¨sliche
Matrix, ON: Oberﬂa¨chennormale. (b) Eine Indizierung des Beugungsbildes zeigt, dass es sich bei dem ﬂachen
Kristall um Aragonit handelt. ZA: Zonenachse.
12In den hier gegenu¨bergestellten Abbildungen wurde diese Drehung bereits beru¨cksichtigt und die Bilder dementsprechend
angeglichen.
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Abb. 4.25: (a) TEM Aufnahme des Querschnitts eines ﬂachen, blockartig gewachsenen Kristalls (1AN).
Der Kreis markiert die ungefa¨hre Position der SAD Blende. Der blaue Pfeil ist die Oberﬂa¨chennormale des
ﬂachen Kristalls am Ort des aufgenommenen Beugungsbildes. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix, ON: Oberﬂa¨chennormale. (b) Eine Indizierung des Beugungsbildes zeigt, dass es sich
bei dem ﬂachen Kristall um Aragonit handelt. ZA: Zonenachse.
Abb. 4.26: (a) TEM Aufnahme des Querschnitts eines ﬂachen, geschichtet gewachsenen Kristalls (VI IN).
Der Kreis markiert die ungefa¨hre Position des SAD Blende. Der blaue Pfeil ist die Oberﬂa¨chennormale des
ﬂachen Kristalls am Ort des aufgenommenen Beugungsbildes. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix, ON: Oberﬂa¨chennormale. (b) Eine Indizierung des Beugungsbildes zeigt, dass es sich
bei dem ﬂachen Kristall um Aragonit handelt. ZA: Zonenachse.
Der Unterschied wa¨hrend des Kristallwachstums bestand hauptsa¨chlich darin, dass keine lo¨sliche Ma-
trix zu den Salzlo¨sungen gegeben wurde. Auch dieser Kristall konnte anhand des Beugungsbildes als
Aragonit identiﬁziert werden. Die Zonenachse war in diesem Fall [61¯2¯] und die Oberﬂa¨chennormale
[14¯5].
Nicht nur fu¨r die blockartigen, sondern auch im Falle der geschichtet gewachsenen, ﬂachen Kris-
talle (VI IN) konnte das Polymorph bestimmt werden. In Abb. 4.26 (a) ist die TEM Aufnahme des
Querschnitts eines solchen Kristalls gezeigt. Dieser Kristall wurde ohne die Zugabe lo¨slicher Matrix
gewachsen. Trotz der starken Unscha¨rfe des in Teilbild (b) dargestellten Beugungsbildes, war eine
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Zonenachse ungefa¨hre Oberﬂa¨chennormale
(29AN) [001] [110]
(1AN) [61¯2¯] [14¯5]
(VI IN) [101] [1¯21]
Tabelle 4.1: Mittels Elektronenbeugung ermittelte Zonenachse verschiedener ﬂacher Kristalle, sowie die zu-
geho¨rigen ungefa¨hren Richtungen der Oberﬂa¨chennormalen der Kristalle.
Indizierung mo¨glich. Auch fu¨r diese Probe konnte Aragonit als das CaCO3 - Polymorph, aus dem der
ﬂache Kristall besteht, bestimmt werden. Die Zonenachse ist hier [101] und die Richtung der Ober-
ﬂa¨chennormalen des ﬂachen Kristalls an dem Ort, an dem das Beugungsbild aufgenommen wurde, ist
[1¯21].
Um genau zu sein, ist die Verwendung der Begriﬄichkeit ”Oberﬂa¨chennormale“ nicht unbedingt kor-
rekt. Grund dafu¨r ist die unebene Struktur der unlo¨slichen Matrix. Nach der Behandlung in der Kris-
tallisationskammer wurde die unlo¨sliche Matrix getrocknet. Bei diesem Prozess kam es zum Teil zu
einer gewellten oder gebogenen Form der getrockneten unlo¨slichen Matrix, auf der sich die ﬂachen
Kristalle beﬁnden. Diese Form hatte zur Folge, dass die in der FIB pra¨parierten TEM Lamellen nicht
exakt senkrecht zu der Oberﬂa¨che der ﬂachen Kristalle orientiert waren. Die Richtung, die im vorher-
gehenden Teil mit Oberﬂa¨chennormale bezeichnet wurde, ist somit vielmehr die Richtung, die sowohl
senkrecht auf der ermittelten Zonenachse als auch auf der oberen Kante der TEM Lamelle steht. Diese
Richtung gibt also nur die ungefa¨hre Orientierung der tatsa¨chlichen Oberﬂa¨chennormalen der ﬂachen
Kristalle wieder.
In der Tabelle 4.1 sind die Zonenachsen und die ungefa¨hren Richtungen der Oberﬂa¨chennormalen der
ﬂachen Kristalle noch einmal aufgelistet. Besonders im Falle der Probe 29AN weicht die Orientie-
rung der aufgewachsenen ﬂachen Kristalle sehr stark von der Orientierung der natu¨rlich gewachsenen
Aragonitpla¨ttchen im Perlmutt ab. In Perlmutt weist die Oberﬂa¨chennormale der Aragonitpla¨ttchen in
[001] Richtung. Dies ist die Richtung, die fu¨r die kristalline Schicht in Probe 29AN als Zonenachse
bestimmt wurde und etwa senkrecht zu der Oberﬂa¨chennormalen des ﬂachen Kristalls steht. Fu¨r die
anderen beiden ausgewerteten Proben ist diese Abweichung nicht so gravierend, jedoch ist auch hier
keine A¨hnlichkeit zu der in Perlmutt auftretenden Orientierung zu erkennen.
Eine Diskussion dieser Ergebnisse und des Wachstums der ﬂachen Kristalle unter den verschiedenen
Bedingungen wird im folgenenden Abschnitt vorgenommen.
4.4 Diskussion
In dem vorhergehenden Abschnitt 4.3 wurde das Wachstum von CaCO3 -Kristallen auf der
unlo¨slichen Matrix unter verschiedenen Bedingungen beschrieben. Durch eine Variation der expe-
rimentellen Parameter wurde versucht, ein reproduzierbares Kristallwachstum zu erhalten. Untersu-
chungen des Wachstums bei verschiedenen Konzentrationen der Salzlo¨sungen zeigten, dass Konzen-
trationen zwischen 15mM und 20mM notwendig sind, um CaCO3 -Kristalle aufzuwachsen. Es tritt
zwar auch bei geringeren Konzentrationen Kristallwachstum auf, jedoch nur in etwa 12% der durch-
gefu¨hrten Versuche. Speziﬁsches Wachstum, d.h. das Wachstum beispielsweise ausschließlich ﬂacher
Kristalle, kann auf diese Weise nicht erhalten werden.
Eine Erho¨hung der Umgebungstemperatur auf maximal 50◦C hatte ein bevorzugtes Wachstum von
Vateritkristallen zur Folge. Eine Fo¨rderung des Wachstums von ﬂachen Kristallen, die laut der in Ab-
schnitt 4.3.5 vorgestellten Untersuchungen aus Aragonit bestehen, konnte nicht erreicht werden.
Dies steht im Gegensatz zu den von Wray et al. [122] vero¨ﬀentlichten Untersuchungen, bei denen
bei einer Temperatur von 50◦C zu 100% ein Aragonitwachstum festgestellt wurde. Allerdings wurden
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bei diesen Versuchen lediglich Lo¨sungen, die Ca2+ - und CO2−3 - Ionen enthielten, gemischt. Da kein
Substrat wie die unlo¨sliche Matrix angeboten wurde, sind die Versuche nicht direkt vergleichbar. Eine
weitere Erho¨hung der Temperatur in der Kristallisationskammer ko¨nnte eventuell zu einem gesteiger-
ten Aragonitwachstum fu¨hren, jedoch kann bei ho¨heren Temperaturen bereits starke Denaturierung
der Proteine der unlo¨slichen Matrix und ebenso der gegebenenfalls im Versuch verwendeten lo¨slichen
Matrix erfolgen.
Abgesehen von den Temperaturdaten fu¨r Aragonit (ab 50◦C) und Calcit (zwischen 40◦C und 50◦C),
bei denen maximales Wachstum des jeweiligen Polymorphs auftritt, geben Wray et al. auch Werte
zu Vaterit an und messen ein maximales Wachstum bei etwa 30◦C. Dies steht im Gegensatz zu dem
in dieser Arbeit gemessenen Kristallwachstum, das bei erho¨hten Temperaturen (40 - 50◦C) anhand
der Morphologie zu einem Großteil als Vaterit identiﬁziert wurde. Die Messungen von Wray et al.
stehen außerdem im Gegensatz zu den von Kamhi [44] vero¨ﬀentlichten Daten. Dieser untersuchte
Vateritkristalle, die durch langsame Mischung von CaCl2 - und K2CO3 - Lo¨sungen erzeugt wurden,
und beschrieb, dass bei Temperaturen zwischen 45◦C und 60◦C Vaterit mit dem gro¨ßten Anteil der
drei Polymorphe wuchs. Bei Temperaturen unter 25◦C bzw. u¨ber 60◦C dominierte das Vorkommen
von Calcit bzw. Aragonit. Grund fu¨r die Abweichung zu den Daten von Wray et al. ko¨nnen die ver-
schiedenen Versuchsaufbauten oder die unterschiedlichen Konzentrationen (Kamhi: 100mM, Wray et
al.: 100mM bzw. 1M) der jeweils verwendeten Salzlo¨sungen sein. Diese Diﬀerenzen machen jedoch
deutlich, dass es schwierig ist, die Daten direkt auf den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Versuch mit
der Kristallisationskammer anzuwenden, bei dem geringere Salzkonzentrationen (∼20mM) verwen-
det wurden und durch Verwendung der unlo¨slichen Matrix ein Substrat angeboten wurde. Geht man
davon aus, dass die Daten von Kamhi korrekt sind, so wu¨rde dies das starke Auftreten von Vaterit-
kristallen bei den von mir verwendeten erho¨hten Temperaturen zwischen 40◦C und 50◦C erkla¨ren.
Um Aragonitwachstum zu erhalten, mu¨ssten demnach Temperaturen u¨ber 60◦C verwendet werden.
In diesem Punkt stimmt die Vero¨ﬀentlichung von Kamhi weitestgehend mit den Aussagen von Wray
et al. u¨berein. Jedoch wu¨rde, wie bereits erwa¨hnt, eine zu hohe Umgebungstemperatur eventuell die
Proteine der Probe bescha¨digen und somit ihre Funktionsfa¨higkeit und ihren Einﬂuss auf das Kris-
tallisationsverhalten sto¨ren. Obwohl also die Erho¨hung der Temperatur theoretisch eine Mo¨glichkeit
bieten sollte, bevorzugt Aragonit und damit ﬂache Kristalle auf der unlo¨slichen Matrix zu wachsen,
ist diese Methode aus dem zuvor genannten Grund nicht sinnvoll.
Da somit die Variation sowohl der Konzentration der Salzlo¨sungen als auch der Umgebungstempera-
tur nicht verwendet werden kann, um reproduzierbar ﬂache Kristalle zu wachsen, wurde eine weitere
A¨nderung in der Versuchsdurchfu¨hrung vorgenommen. Zu den Salzlo¨sungen wurden verschiedene
Konzentrationen der lo¨slichen Matrix gegeben.
Die Zugabe dieser Proteine in ho¨heren Konzentrationen von 1 μg/ml bewirkte eine nahezu
vollsta¨ndige Inhibierung jeglichen CaCO3 -Kristallwachstums auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Ma-
trix. Unter Verwendung von 0,02 μg/ml lo¨slicher Matrix hingegen kam es zu einem leicht gesteigerten
Auftreten ﬂacher Kristalle verglichen mit den Versuchen, in denen keine lo¨sliche Matrix hinzugefu¨gt
wurde (30% im Vergleich zu 25% der Versuche).
Die Ursache fu¨r das inhibierte bzw. gefo¨rderte Kristallwachstum ist die Wirkung der Proteine auf
das Kristallwachstum. Dabei ist es mo¨glich, dass ein Teil der Proteine der lo¨slichen Matrix wa¨hrend
des Experiments an die unlo¨sliche Matrix adsorbiert. Bei der Hinzugabe geringer Konzentrationen
der lo¨slichen Matrix u¨berwiegt die Wirkung von Proteinen wie Perlucin und die Nukleation wird
begu¨nstigt. Im Gegensatz dazu dominiert bei ho¨heren Konzentrationen der lo¨slichen Matrix der Ein-
ﬂuss von Proteinen wie Perlinhibin, die zu einer Inhibierung der Kristallisation fu¨hren.
Das Auftreten ﬂacher Aragonitkristalle auf der unlo¨slichen Matrix in Versuchen ohne Zugabe von
lo¨slicher Matrix ist damit zu erkla¨ren, dass sich wahrscheinlich Reste (d.h. geringe Konzentrationen)
der lo¨slichen Matrix in der unlo¨slichen Matrix beﬁnden, da nicht alle Proteine durch die EDTA -
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Behandlung abgelo¨st wurden. Diese Ru¨cksta¨nde der lo¨slichen Matrix haben dann die gleiche (wenn
auch etwas abgeschwa¨chte) Wirkung auf die CaCO3 -Nukleation wie die in kleinen Konzentrationen
von außen zugegebene lo¨sliche Matrix.
Eine Untersuchung der ﬂachen Kristalle mittels TEM zeigte, dass die Kristalle mit verschiedenen
Strukturen aufwuchsen. Zum einen trat ein blockfo¨rmiges und zum anderen ein geschichtetes Wachs-
tum auf. In Tabelle 4.2 sind die experimentellen Parameter sowie die beobachtete Form des Wachstums
der ﬂachen Kristalle aufgelistet. Eine Abha¨ngigkeit dieses unterschiedlichen Wachstums von den im
Versuch eingestellten Gro¨ßen kann nicht beobachtet werden. Des Weiteren konnte kein Unterschied
des Kristallwachstums auf den verschiedenen Seiten, d.h. auf den zum Schneckenko¨rper oder zur Cal-
citschicht der Schale gerichteten Seiten, der unlo¨slichen Matrix festgestellt werden.
Probe Konzen-
tration
[mM]
lo¨sliche
Matrix
[μg/ml]
Temperatur
[◦C]
Flussrate
[ml/min/Seite]
Polymorph
blockartig 29AN 20 0,02 25,2 0,488 Aragonit
1AN 10 - 30,0 0,260 Aragonit
11AN 15 - 25,3 0,268 k.A.
VAC 20 - RT 0,258 k.A.
geschichtet VI IN 10 - RT 0,268 Aragonit
33AC 20 0,5 25,2 0,317 k.A.
25 IN 20 - 39,8 0,317 k.A.
Tabelle 4.2: U¨bersicht u¨ber die im Experiment verwendeten Parameter fu¨r die blockartig bzw. geschichtet
gewachsenen Proben. Angegeben ist außerdem das Polymorph, sofern es ermittelt werden konnte.
Besonders interessant an den beiden unterschiedlichen Strukturen der ﬂachen Kristalle ist, dass in
beiden Fa¨llen mittels Elektronenbeugung das kristalline Material als das Polymorph Aragonit iden-
tiﬁziert werden konnte. Insbesondere im Fall der geschichteten ﬂachen Kristalle ist diese Tatsache
interessant, da diese Kristalle eine Struktur aufweisen, die an das natu¨rlich gewachsenen Perlmutt
erinnert. Die kristallinen Bereiche der geschichteten ﬂachen Kristalle werden durch horizontal verlau-
fende amorphe Schichten unterteilt, sind jedoch noch u¨ber vertikale, kristalline Strukturen mit einem
Durchmesser im Bereich von 30 nm miteinander verbunden. Ebenso wie die Mineralbru¨cken in Perl-
mutt weisen auch diese Strukturen die gleiche kristalline Orientierung wie die daru¨ber- und darunter-
liegenden kristallinen Bereiche auf. Sie ko¨nnten damit, a¨hnlich wie die Mineralbru¨cken, wa¨hrend des
Wachstumsprozesses die Kristallorientierung durch die amorphe Schicht u¨bertragen.
In dem vorhergehenden Abschnitt 4.3.5 wurde bereits die Frage aufgebracht, ob es sich bei den amor-
phen Schichten um Teile der unlo¨slichen Matrix oder um amorphes Calciumcarbonat (ACC) handelt.
Die Detektion von Calcium mittels EDX in der amorphen Schicht schwa¨cht zuna¨chst die These et-
was, dass diese Schicht die interlamellare Matrix entha¨lt, und sta¨rkt die Vermutung, dass es sich um
amorphes Calciumcarbonat handelt. Da allerdings das Auftreten von einem abwechselnden Wachstum
von amorphem und kristallinem Calciumcarbonat schwer zu erkla¨ren ist, sollte die erste These noch
nicht vollsta¨ndig vernachla¨ssigt werden. Und tatsa¨chlich zeigen EDX Untersuchungen an natu¨rlich
gewachsenem Perlmutt (Abb. 4.27), dass Calcium ein Bestandteil der interlamellaren Matrix ist und
somit auch in dem organischen Material vorkommt. Die bedeutet nicht unbedingt, dass das Calcium
Teil organischer Moleku¨le ist. Da Calciumionen wa¨hrend des Schalenwachstums durch die interla-
mellaren Schichten diﬀundieren mu¨ssen, um die darunterliegenden Aragonitpla¨ttchen zu erreichen,
ko¨nnen diese Ionen in der Matrix als Ru¨cksta¨nde bestehen bleiben. Alleinig u¨ber die Detektion von
Calcium in den amorphen Schichten ko¨nnen diese daher nicht als amorphes Calciumcarbonat oder
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interlamellare Matrix identiﬁziert werden.
Ein Bestandteil des an einer amorphen Schicht aufgenommenen EDX Spektrums (Abb. 4.23), das
eventuell weitaus mehr Aussage u¨ber die Zusammensetzung der amorphen Schicht geben kann, ist das
Silizium - Signal. Dieses kann zuna¨chst fu¨r ein Artefakt gehalten werden, das durch Verschmutzungen
wa¨hrend der Pra¨parationsprozesse zustande gekommen sein ko¨nnte. Da jedoch weder die Lo¨sungen
Silizium enthielten, noch die verwendeten Glasgefa¨ße Silizium absondern sollten, muss ein anderer
Ursprung dieses Signals in Betracht gezogen werden. Eine Untersuchung natu¨rlichen Perlmutts liefert
eine Antwort.
Abb. 4.27: STEM Aufnahme des Querschnitts von Perlmutt. Gezeigt sind zwei u¨bereinanderliegende Arago-
nitpla¨ttchen mit der dazwischenliegenden Schicht der interlamellaren Matrix (dunkel). Mit roten Rechtecken
sind zwei Bereiche markiert, an denen die abgebildeten EDX Spektren aufgenommen wurden. In den Spektren
treten die C Kα1, O Kα1, Si Kα1, Ca Kα1 und Ca Kβ1 Linien auf.
Anhand der in Abb. 4.27 gezeigten an Perlmutt aufgenommenen EDX Spektren wird deutlich, dass
sowohl die Schichten der interlamellaren Matrix als auch die Aragonitpla¨ttchen Silizium enthalten.
Die Quelle dieses Siliziums ist mit hoher Wahrscheinlichkeit das Meerwasser, das bei einer Salinita¨t
von 35‰einen geringen Anteil von etwa 2900 μg/l Silizium13 entha¨lt [126]. Wa¨hrend des Wachs-
tums wird Silizium mit in die Schale eingebaut. Die Stoﬀe, die in die Schale integriert werden, stam-
men zum Großteil nicht direkt aus dem Meerwasser, sondern aus der extrapallialen Flu¨ssigkeit, die
verschiedene Ionen, sowie organische Bestandteile entha¨lt. Die Konzentration der Ionen in dieser
Flu¨ssigkeit ist mit der im Meerwasser vergleichbar14. In [49], [127] und [128] wurden Werte fu¨r die
Konzentrationen verschiedener Ionen in der extrapallialen Flu¨ssigkeit gegeben. Silizium wird in diesen
Vero¨ﬀentlichungen nicht als Bestandteil der Flu¨ssigkeit angegeben. Dies ist allerdings nicht unbedingt
in der Abwesenheit von Silizium in der extrapallialen Flu¨ssigkeit begru¨ndet, sondern eventuell in den
verwendeten Messmethoden, die nur auf die Detektion bestimmter Elemente ausgelegt waren. Zudem
ist bei der Meeresschnecke Haliotis laevigata die am Rand der Schale liegende Wachstumsfront des
Perlmutts nicht zwangsla¨uﬁg ausschließlich mit der extrapallialen Flu¨ssigkeit, sondern auch mit Meer-
wasser in Kontakt.
Die Tatsache, dass in den amorphen Schichten des ﬂachen Kristalls Silizium nachgewiesen wurde,
spricht also dafu¨r, dass es sich bei diesen Schichten tatsa¨chlich um die unlo¨sliche Matrix handelt.
13Zum Vergleich: Calcium 4,11×105 μg/l, Magnesium 1,29×106 μg/l, Natrium 1,08×107 μg/l, Fluor 1300 μg/l.
14Dies gilt auch fu¨r Su¨ßwassermuscheln [127].
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Amorphes Material, das sich wa¨hrend des Versuchs und damit in Abwesenheit von Meerwasser ge-
bildet ha¨tte, du¨rfte kein Silizium enthalten und kann somit als Komponente der amorphen Schicht
ausgeschlossen werden.
Das in dem EDX Spektrum in Abb. 4.23 detektierte Silizium - Signal ist wesentlich ho¨her und aus-
gepra¨gter als die in natu¨rlichem Perlmutt detektierten Silizium - Signale (Abb. 4.27). Zudem fa¨llt auf,
dass das Silizium - Signal der in der Kristallisationskammer behandelten Probe sogar ho¨her als die
Calcium - und Kohlenstoﬀ - Signale ist. Dieses Verha¨ltnis kann jedoch nicht in natu¨rlichem Perlmutt
beobachtet werden. Eine mo¨gliche Ursache ist, dass wa¨hrend der Entmineralisierung der Schale das
Silizium, das sich urspru¨nglich in den Aragonitpla¨ttchen befand, nun in den Schichten der unlo¨slichen
Matrix aufkonzentriert wird und somit zu einem erho¨hten Silizium - Signal fu¨hrt.
Das Wachstum des Aragonits zwischen die Schichten der unlo¨slichen Matrix in der Kristallisations-
kammer ko¨nnte ein Erkla¨rungsansatz fu¨r die ﬂache Form der Kristalle sein. Verdeutlicht wird der
mo¨gliche Wachstumsprozess in einer schematischen Darstellung in Abb. 4.28. Aragonitkristalle (grau
dargestellt), die auf Schichten der unlo¨slichen Matrix (blau) nukleieren, wachsen solange, bis das
Wachstum senkrecht zu den Matrixschichten durch eine daru¨berliegende Schicht der unlo¨slichen Ma-
trix blockiert wird. Dies ist der Fall fu¨r den in Abb. 4.28 jeweils links dargestellten Aragonitkristall.
Dabei ko¨nnten inhibierende Proteine (rot dargestellt), wie Perlinhibin, eine Rolle spielen. Da kein
Wachstum in diese Richtung mehr mo¨glich ist, wird sich der Aragonitkristall nur noch lateral ausdeh-
nen. Auf diese Weise ko¨nnte ein Kristall mit einer ﬂachen pla¨ttchenfo¨rmigen Morphologie entstehen.
Die variierenden Dicken der ﬂachen Kristalle wu¨rden in dem Fall damit zu erkla¨ren sein, dass die
unlo¨sliche Matrix eine Vorbehandlung erfahren hat und nicht im natu¨rlichen Zustand vorliegt. Even-
tuell ist die Konzentration der inhibierenden Proteine in manchen Bereichen der Matrixschichten re-
duziert (z.B. durch Herauslo¨sen der Proteine wa¨hrend der Pra¨paration). Dies ha¨tte zur Folge, dass in
Bereichen mit weniger inhibierenden Proteinen das Wachstum der Aragonitkristalle senkrecht zu den
Schichten der unlo¨slichen Matrix weniger stark blockiert werden wu¨rde und sich dickere Kristalle
ausbilden wu¨rden. Dies wird in Abb. 4.28 durch den jeweils rechten Aragonitkristall verdeutlicht. Das
Wachstum entlang dieser Richtung wu¨rde erst gestoppt werden, wenn der Kristall auf ho¨herliegende
Schichten der unlo¨slichen Matrix mit inhibierenden Proteinen treﬀen wu¨rde. Dies ist jedoch nur eine
Hypothese und kann durch die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Untersuchungen nicht bewiesen wer-
den.
Das Wachstumsmodell ko¨nnte sich eventuell auch auf die ﬂachen Aragonitkristalle, die im SEM auf
der unlo¨slichen Matrix beobachtet werden konnten, anwenden lassen und nicht nur auf die Kristalle,
die eindeutig zwischen den Schichten der interlamellaren Matrix gewachsen sind. Anhand der SEM
Aufnahmen kann na¨mlich nicht eindeutig festgestellt werden, ob sich die ﬂachen Aragonitkristalle
tatsa¨chlich direkt auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix beﬁnden oder ob sie von einer oder sehr
wenigen Lagen der interlamellaren Matrix bedeckt sind. Die Proteine in diese Lagen ko¨nnten die oben
Abb. 4.28: Schematische Darstellung einer Ar-
beitshypothese des Wachstums der Aragonitkris-
talle (grau) in die Schichten der unlo¨slichen Ma-
trix (blau). An der unlo¨slichen Matrix haften inhi-
bierende Proteine (rot) an, die bei Kontakt mit dem
Kristall dessen weiteres Wachstum blockieren.
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beschriebene Wirkung auf das Wachstum des Aragonits haben und so auch eine ﬂache Morphologie
der Aragonitkristalle bewirken, die sich (wenn eventuell auch nur scheinbar) direkt auf der Oberﬂa¨che
der unlo¨slichen Matrix beﬁnden.
Die ﬂache Form der Aragonitkristalle ko¨nnte auch u¨ber starke Wechselwirkungen zwischen den Kris-
tallen und der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix erkla¨rt werden. Die Frage, wodurch diese Wechsel-
wirkungen zustande kommen wu¨rden, ist jedoch oﬀen. Ein Ansatz fu¨r eine Antwort liegt jedoch auch
hier wieder in der mo¨glichen Wechselwirkung von organischen Komponenten, wahrscheinlich Prote-
inen, und dem kristallinen Material.
Interessant ist die Beobachtung, dass die aufgewachsenen ﬂachen Aragonitkristalle sehr unterschied-
liche Oberﬂa¨chennormalen aufweisen. Diese unterscheiden sich nicht nur stark von den Ober-
ﬂa¨chennormalen von natu¨rlich gewachsenen Aragonitpla¨ttchen in Perlmutt, sondern auch unterein-
ander. Obwohl also die ﬂachen Kristalle eine z.T. a¨hnliche Morphologie aufweisen und aus Aragonit
bestehen, ist ihre Kristallorientierung sehr verschieden. In den durchgefu¨hrten Versuchen scheint dem-
nach noch eine wesentliche Komponente zu fehlen, die Einﬂuss auf die Kristallorientierung ausu¨bt und
die in Perlmutt bewirkt, dass die [001] - Richtung die Oberﬂa¨chennormale der Aragonitpla¨ttchen ist.
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5 Zentrale Struktur in Aragonitpla¨ttchen von
Haliotis laevigata und Haliotis tuberculata
5.1 Einleitung
Abb. 5.1: TEM Aufnahme eines Querschnitts der
Wachstumsfront des Perlmutts von Calliostoma unicum
(eine Meeresschneckenart). Die Pfeile markieren Be-
reiche innerhalb der Aragonitpla¨ttchenstapel, die kein
kristallines Material enthalten. Adaptiert aus [60]. Ver-
gro¨ßerung: 3150x.
In einem 1983 vero¨ﬀentlichten Artikel stellte
Nakahara die Behauptung auf, dass sich inner-
halb der Aragonitpla¨ttchen von Calliostoma un-
icum (eine Meeresschneckenart) ein organischer
Kern beﬁnden wu¨rde, der einen Einﬂuss auf die
Nukleation neuer Pla¨ttchen haben ko¨nnte [60].
Er stu¨tzte die Annahme mit einer transmissions-
elektronenmikroskopischen (TEM) Aufnahme
(siehe Abb. 5.1), die an Ultramikrotomschnit-
ten von ﬁxiertem, eingebettetem und gefa¨rbtem
Perlmutt erstellt wurde und den Querschnitt
sogenannter ”stacks of coins“ im Bereich der
Wachstumsfront des Perlmutts zeigt. In der Mitte
der Pla¨ttchenstapel beﬁndet sich ein u¨ber meh-
rere Schichten erstreckender Bereich, der kein
kristallines Material entha¨lt (Abb. 5.1, Pfeile).
Die Schlussfolgerung Nakaharas ist, dass dieser
Bereich organisches Material entha¨lt. Weiterge-
hende Untersuchungen wurden jedoch in dem
Artikel nicht pra¨sentiert.
In einem neueren Artikel von 2009 wurden von
Checa et al. [38] die Untersuchungen an un-
ter anderem Gibbula umbilicalis (eine Meeres-
schneckenart) vorgestellt. Diese Autoren vertre-
ten ebenfalls die Annahme, dass sich im Zentrum der Pla¨ttchen organisches Material beﬁndet. Dieses
liegt jedoch angeblich zusammen mit kristallinem Material vor, so dass innerhalb der kristallinen
Pla¨ttchen ein Kern entsteht, der mit organischem Material angereichert ist. Auf welche Weise die-
se Kombination von organischem und kristallinem Material stattﬁndet, wird in dem Artikel jedoch
nicht beschrieben. Der Nachweis des organischen Materials besteht in der Aufnahme von rasterelek-
tronenmikroskopischen (SEM) Bildern, die Perlmuttquerschnittsproben zeigen, die mit 2% EDTA fu¨r
2 - 3min entmineralisiert wurden. Diese Proben weisen ein bevorzugtes A¨tzen in den Zentren der
Pla¨ttchen auf, woraus sich schlussfolgern la¨sst, dass diese Bereiche weniger kristallines Material (und
nach Meinung von Checa et al. um so mehr organisches Material) enthalten als die u¨brigen Berei-
che der Aragonitpla¨ttchen. Ebenso wie Checa et al. unterstu¨tzt auch Mutvei die Auﬀassung, dass
der zentrale Pla¨ttchenbereich einen erho¨hten Anteil an organischem Material entha¨lt [129]. Eine wei-
tere von Checa et al. pra¨sentierte Beobachtung ist die folgende: im Zentrum weisen die Pla¨ttchen
eine nach oben (in Richtung des Schneckenko¨rpers) gerichtete Wo¨lbung auf, die ebenfalls in der in-
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terlamellaren Matrix zu erkennen ist. Dieses Ergebnis erhielten Checa et al. aus der Untersuchung
einer polierten Perlmuttquerschnittsprobe mittels SEM im Ru¨ckstreuelektronenmodus (Abb. 5.2 (a)).
Deutlichere Abbildungen dieser Wo¨lbung wurde bereits 1997 von Scha¨ﬀer et al. vero¨ﬀentlicht [37]
(Abb. 5.2 (b) und (c)), die AFM Messungen sowohl an den zum Schneckenko¨rper als auch zum Cal-
citteil der Schale gerichteten Oberﬂa¨chen der Aragonitpla¨ttchen von Haliotis rufescens vorgenom-
men haben. Das Perlmutt wurde dabei einige Tage mit 5% Natriumhypochlorit vorbehandelt. Diese
Messungen zeigten, dass die Aragonitpla¨ttchen eine zentrale Erho¨hung von 80 - 150 nm in Richtung
des Schneckenko¨rpers und eine Vertiefung von 80 - 140 nm auf der zu der Calcitschicht gerichteten
Oberﬂa¨che aufweisen. U¨ber die Zusammensetzung des Materials am Ort dieser Struktur wird in der
Vero¨ﬀentlichung keine Aussage getroﬀen. Sehr a¨hnliche Resultate wurden zuvor von Manne et al.
[130] bezu¨glich des Perlmutts der Bivalen Atrina sp. und der Gastropoden Haliotis rufescens erhal-
ten. Im Gegensatz zu Scha¨ﬀer et al. wurden in diesen Untersuchungen jedoch zentrale Vertiefungen
in der Pla¨ttchenoberﬂa¨che, die zu dem Muschelko¨rper weist, und umgekehrt zentrale Wo¨lbungen in
Richtung der Schale beobachtet1.
In diesem Kapitel werden Untersuchungen vorgestellt, die an dem zentralen Bereich der Aragonit-
pla¨ttchen von Haliotis laevigata durchgefu¨hrt wurden, um Erkenntnisse u¨ber die Zusammensetzung
und die Struktur zu erhalten.
Abb. 5.2: (a) SEM Aufnahme einer polierten Perlmuttquerschnittsprobe von Gibbula umbilicalis (eine Meeres-
schneckenart) im Ru¨ckstreuelektronenmodus. Im zentralen Bereich der Aragonitpla¨ttchen sind die Oberﬂa¨chen
nach oben gewo¨lbt. Der markierte Bereich ist vergro¨ßert eingefu¨gt. Adaptiert aus [38]. (b) AFM Aufnahme
der zum Schneckenko¨rper von Haliotis rufescens gerichteten Perlmuttoberﬂa¨che. Die Pla¨ttchen weisen eine
Erho¨hung von 80 - 150 nm auf. (c) AFM Aufnahme der zur Calcitschicht der Schale von Haliotis rufescens
gerichteten Perlmuttoberﬂa¨che. Die Pla¨ttchen weisen eine Vertiefung von 80 - 140 nm auf. (b) und (c) adaptiert
aus [37].
5.2 Material und Methoden
5.2.1 Pra¨paration einzelner Aragonitpla¨ttchen mit NaOCl
Zum Herauslo¨sen einzelner Aragonitpla¨ttchen aus Perlmutt wurde Natriumhypochlorit (NaOCl) ver-
wendet, das eine Entfernung der organischen Bestandteile bewirkt. Bei zu langen Einwirkzeiten wird
zudem auch das Mineral gelo¨st.
Zuna¨chst wurde von der Schale von Haliotis laevigata die Calcitschicht mit einem Schlammstrahler
mit Aluminiumoxid (Durchmesser 0,12 - 0,25mm) als Strahlmittel entfernt. Das so separierte Perlmutt
1Es sollte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in der Vero¨ﬀentlichung von Manne et al. eventuell ein Formulierungs-
fehler vorliegt.
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wurde mit einem Hammer grob zerkleinert und anschließend mit einem Backenbrecher weiter zer-
kleinert. Ein kleiner Teil der Perlmuttstu¨cke wurde in ein 2ml Eppendorf - Reaktionsgefa¨ß gefu¨llt (bis
unterhalb der 0,5ml Marke) und das Gefa¨ß mit 6% NaOCl - Lo¨sung aufgefu¨llt. Nach einem Einwirken
der Lo¨sung auf die Perlmuttstu¨cke fu¨r etwa 2min wurde die Suspension fu¨r 6min abzentrifugiert. Der
ﬂu¨ssige U¨berstand wurde mit einer Pipette abgezogen und durch deionisiertes Wasser ersetzt. U¨ber
einen Reagenzglasschu¨ttler wurden die Perlmuttstu¨cke, die herausgelo¨sten Aragonitpla¨ttchen und das
Wasser gemischt und danach erneut zentrifugiert. Der U¨berstand wurde auf diese Weise so oft erneu-
ert, bis kein Chlorgeruch mehr wahrgenommen werden konnte. Abschließend wurde vorsichtig Was-
ser auf den festen Bodensatz gegeben, ohne die aus dem Perlmutt herausgelo¨sten Aragonitpla¨ttchen
stark aufzuwirbeln. Ein Tropfen dieser Lo¨sung wurde dann auf ein mit Kohlenstoﬀ beﬁlmtes TEM -
Kupfernetz gegeben und getrocknet. Um das TEM vor sich vom Kupfernetz ablo¨senden Pla¨ttchen zu
schu¨tzen, wurde ein weiteres mit Kohlenstoﬀ beﬁlmtes TEM -Kupfernetz auf das erste geklebt, so
dass die Aragonitpla¨ttchen zwischen zwei Kohlenstoﬀschichten eingeschlossen waren.
5.2.2 Pra¨paration einzelner Aragonitpla¨ttchen mit NaOCl und Essigsa¨ure
Ziel dieser Pra¨paration war es, einzelne Aragonitpla¨ttchen leicht mit Essigsa¨ure anzua¨tzen, um ein
eventuell auftretendes, bevorzugtes A¨tzen des Aragonits in bestimmten Bereichen zu beobachten. Des
Weiteren sollten auf diese Weise die Pla¨ttchen gedu¨nnt werden, um eine verbesserte Elektronentrans-
parenz im TEM zu erhalten. Zuna¨chst wurden, wie unter dem vorhergehenden Abschnitt 5.2.1 be-
schrieben, einzelne Aragonitpla¨ttchen pra¨pariert, die schließlich in entionisiertem Wasser vorlagen.
Diese Suspension wurde mit der gleichen Menge 0,1%iger Essigsa¨ure vermischt und sofort fu¨r 2min
zentrifugiert. Der U¨berstand wurde anschließend mit einer Pipette abgezogen und mit deionisiertem
Wasser ersetzt. Das Wasser und die Aragonitpla¨ttchen wurden auf dem Reagenzglasschu¨ttler gemischt
und dann erneut zentrifugiert. Um die Essigsa¨ure zu entfernen, wurde das Wasser auf diese Weise drei-
mal ausgetauscht.
Wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, wurden die Pla¨ttchen dieser Lo¨sung zwischen zwei zusammenge-
klebten, mit Kohlenstoﬀ beﬁlmten TEM -Kupfernetzen positioniert.
5.2.3 Pra¨paration einzelner Aragonitpla¨ttchen mittels FIB
5.2.3.1 Lift - out einzelner Aragonitpla¨ttchen aus Perlmutt
Aus der Perlmuttschicht eines Bruchstu¨cks der Schale von Haliotis tuberculata wurden mit einer
Manipulatornadel in der FIB (focused ion beam) Aragonitpla¨ttchen herausgebrochen. Diese Pla¨ttchen
wurden mit der Nadel zu einem TEM -Halter transferiert und dort mit Platin befestigt. Anschließend
wurden die Aragonitpla¨ttchen mit einem fokussierten Galliumionenstrahl gedu¨nnt. Die Durchstrah-
lungsrichtung im TEM verlief etwa entlang der c - Richtung des Aragonitkristalls.
Die Bruchstu¨cke der Schale hatten vor der Pra¨paration in der FIB eine Behandlung mit Antiko¨rpern
erfahren, die fu¨r diese Pra¨paration keine direkte Rolle spielt, jedoch, da die Pla¨ttchen durch den
Gebrauch verschiedener Lo¨sungen etwas angelo¨st wurden, unbedingt Erwa¨hnung ﬁnden muss. Die
Verwendung eines vo¨llig unbehandelten Perlmuttstu¨ckes wa¨re vor dem Hintergrund sinnvoller,
dass keine Artefakte durch die Pra¨paration zu erwarten wa¨ren. In einer solchen Probe sind die
Aragonitpla¨ttchen jedoch noch zu stark miteinander verbunden und ein Herausbrechen mittels Mani-
pulatornadel wa¨re nicht mo¨glich. Eine Vorbehandlung, die im Wesentlichen ein Lo¨sen des Materials
im intertabularen Bereich bewirkt, ist daher fu¨r diese Art der Pla¨ttchenpra¨paration notwendig.
Im Folgenden wird der Vollsta¨ndigkeit halber die Pra¨paration des Perlmutts unter Verwendung der
Antiko¨rper erla¨utert. Die verwendeten Lo¨sungen wurden mit einem 0,45 μm Filter steril ﬁltriert.
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• 5mal 15min waschen mit TBS - T
• Blocken mit 3 - 5% BSA und 1% Gelatine in TBS - T fu¨r 2 h
• Erster Antiko¨rper 1:500 verdu¨nnt in TBS - T mit 3 - 5% BSA u¨ber Nacht bei 4◦C
• 5mal 15min waschen mit TBS - T mit 3 - 5% BSA
• Zweiter Antiko¨rper 1:40 verdu¨nnt in TBS - T mit 3 - 5% BSA bei RT fu¨r 2 h
• 5mal 15min waschen mit TBS - T
• 3mal 15min waschen mit doppelt destilliertem Wasser
Die so behandelten Schalenstu¨cke wurden anschließen bei 37◦C getrocknet und mit Kohlenstoﬀ be-
dampft.
TBS - T steht fu¨r Tris buﬀered saline (Tris - gepuﬀerte Salzlo¨sung), das 1% Tween 20 entha¨lt und
auf einen pH Wert von 8 eingestellt wurde. Der Puﬀer TBS setzt sich aus 50mM Tris und 150mM
NaCl zusammen. Zum Blocken wurden Gelatine und Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA) verwendet. Bei diesem Vorgang werden die freien Bildungsstellen der organischen Bestandteile
der Schale mit Gelatine und BSA blockiert. Auf diese Weise wird vermieden, dass die Antiko¨rper
an diese Bindungstellen binden und somit ein speziﬁscher Nachweis von Antigenen verhindert wird.
A¨hnlich wie Gelatine und BSA hat auch Tween 20 eine blockierende Wirkung auf freie Bindungsstel-
len. Bei dem ersten Antiko¨rper handelt es sich um einen im Kaninchen erzeugten Perlucinantiko¨rper
(Probennummer 1232). Der zweite Antiko¨rper ist ein mit kolloidalem Gold (10 nm) konjugierter Zie-
ge - anti - Kaninchen -Antiko¨rper.
5.2.3.2 Lift - out einzelner Aragonitpla¨ttchen aus einem ”Pla¨ttchenpuder“
Wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, wurden die Schalen von Haliotis laevigata von der Calcitschicht
befreit und zerkleinert. Ebenfalls wurden die Perlmuttstu¨cke in ein Eppendorf - Reaktionsgefa¨ß 6%
Natriumhypochlorid gegeben, fu¨r 1,5min auf einem Reagenzglasschu¨ttler gemischt und fu¨r 1min
zentrifugiert. Die Waschschritte zur Entfernung des NaOCl erfolgten wie in Abschnitt 5.2.1 beschrie-
ben. Die Pla¨ttchenlo¨sung wurde dann auf Aluminiumfolie gegeben, bei 37◦C getrocknet und mit Gold
besputtert, um Auﬂadungen der Probe im SEM zu vermeiden.
Mittels Manipulatornadel wurden in der FIB einzelne Aragonitpla¨ttchen (in einigen Fa¨llen auch zwei
noch lateral miteinander verbundene Pla¨ttchen) aus dieser Pla¨ttchenansammlung herausgehoben und
an einem TEM -Halter befestigt. Auf der Oberkante wurde Platin deponiert, um im Falle zwei-
er Pla¨ttchen eine verbesserte Stabilita¨t zu erreichen und ein Ablo¨sen des a¨ußeren, nicht direkt am
TEM -Halter befestigten Pla¨ttchens im TEM zu vermeiden. Die Du¨nnung der Pla¨ttchen erfolgte mit
Galliumionen. Die Durchstrahlungsrichtung im TEM verlief etwa entlang der c - Richtung der Arago-
nitpla¨ttchen.
5.2.4 Untersuchungen mittels TEM
Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung der Aragonitpla¨ttchen wurde das TEM TITAN 80/300
im transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) und im rastertransmissionselektronenmikrosko-
pischen (STEM) Modus verwendet. Die Einstellungen des Mikroskops sowie die Aufnahmemedien
entsprechen den in Abschnitt 4.2.6 beschriebenen.
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Bereits in SEM Aufnahmen der Schale von Gastropoden sind die Strukturen im Zentrum der Ara-
gonitpla¨ttchen deutlich zu erkennen, die von Checa et al. [38], Scha¨ﬀer et al. [37] und Manne et
al. [130] u¨ber aufwendigere Methoden wie AFM und SEM an speziell pra¨parierten Proben nachge-
wiesenen wurden. Abb. 5.3 (a) zeigt eine SEM Aufnahme einer ebenen, mit Kohlenstoﬀ bedampften
Bruchﬂa¨che des Perlmutts von Haliotis tuberculata. Die Pfeile markieren zwei der zuvor erwa¨hnten
zentralen Strukturen. Es hat den Anschein, dass die Dichte des Materials in diesen Bereichen gerin-
ger ist. Die Betrachtung der Abb. 5.3 (b) und (c) verdeutlicht diese Beobachtung. Diese Abbildungen
zeigen SEM Aufnahmen einer ebenen Perlmuttbruchﬂa¨che, die, wie in Abschnitt 5.2.3.1 beschrie-
ben, vorbehandelt wurde. Durch die Verwendung verschiedener Waschlo¨sungen wa¨hrend dieser Be-
handlung wurde die Oberﬂa¨che des Perlmutts leicht angelo¨st. Dies geht nicht nur aus den wesentlich
deutlicher erkennbaren zentralen Strukturen hervor (Abb. 5.3 (c), Pfeil), sondern auch aus den nun
ausgepra¨gteren intertabularen Zwischenra¨umen. Diese bevorzugte Lo¨sung des Materials in dem zen-
tralen Bereich kann durchaus dafu¨r sprechen, dass an dem Ort kristallines Material einer geringeren
Dichte (beispielsweise durch organische Einschlu¨sse) oder organisches bzw. inorganisches, amorphes
Material vorliegt. Dieses bevorzugte Auﬂo¨sen wird im Folgenden noch na¨her behandelt werden.
Abb. 5.3: SEM Abbildungen einer ebenen Bruchﬂa¨che des Perlmutts von Haliotis tuberculata. (a) Vergro¨ßerte
Abbildung der ebenen Bruchﬂa¨che einer mit Kohlenstoﬀ bedampften, daru¨ber hinaus unbehandelten Probe.
Die Pfeile markieren zentrale Strukturen in den Aragonitpla¨ttchen. (b) U¨bersichtsaufnahme einer, wie in Ab-
schnitt 5.2.3.1 beschrieben, vorbehandelten Probe. (c) Vergro¨ßerte Abbildung der ebenen Bruchﬂa¨che der in (b)
gezeigten Probe. Der Pfeil markiert eine zentrale Struktur in einem der Aragonitpla¨ttchen.
5.3.1 TEM Untersuchung einzelner Aragonitpla¨ttchen ohne und mit
Essigsa¨urebehandlung
Um zuna¨chst zu untersuchen, ob die Aragonitpla¨ttchen einen organischen Kern oder zumindest einen
Kern reich an organischem Material beinhalten, so wie es von Nakahara [60] und Checa et al. [38] an-
genommen wurde, wurden einzelne Aragonitpla¨ttchen, wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, pra¨pariert
und im TEM entlang der Pla¨ttchennormalen durchstrahlt. Typische Aufnahmen dieser Pla¨ttchen sind
in Abb. 5.4 dargestellt. Die Bildteile (a) und (e) zeigen TEM Aufnahmen zweier Aragonitpla¨ttchen.
Auf den Bildteilen (b) und (f) sind die dazu geho¨rigen Hellfeldaufnahmen, in (c) und (g) die Dunkel-
feldaufnahmen und in (d) und (h) die STEM Aufnahmen dargestellt. Die Struktur der beiden Pla¨ttchen
unterscheidet sich deutlich. Das erste Pla¨ttchen ((a) - (d)) weist eine klare zentrale Struktur auf (Pfeil).
Na¨here Betrachtungen zeigen, dass sich dieses Pla¨ttchen aus unterschiedlich orientierten Unterein-
heiten zusammensetzt. Die zentrale Struktur beﬁndet sich dort, wo diese Untereinheiten zusammen-
treﬀen. Das zweite Aragonitpla¨ttchen ((e) - (h)) hingegen ist vollsta¨ndig einkristallin, was durch Elek-
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Abb. 5.4: TEM Aufnahmen zweier verschiedener Aragonitpla¨ttchen ((a) - (d) bzw. (e) - (h)) aus dem Perlmutt
von Haliotis laevigata. Die Pfeile markieren die in der Pla¨ttchenmitte auftretende Struktur. (a), (e) TEM Auf-
nahmen. (b), (f) TEM Hellfeldaufnahmen. (c), (g) TEM Dunkelfeldaufnahmen. (d), (h) STEM Aufnahmen.
tronenbeugung (nicht gezeigt) und Dunkelfeldaufnahmen (Abb. 5.4 (g)) deutlich wird. Die zentrale
Struktur ist nur schwach zu erkennen (Pfeil).
Die Tatsache, dass bei beiden Aragonitpla¨ttchen die zentrale Struktur in den Dunkelfeld- und ins-
besondere in den STEM Aufnahmen nicht mit einem dunkleren Kontrast zu erkennen ist, spricht
dagegen, dass sich organisches Material (und somit Material mit geringeren Ordnungszahlen als im
umgebenden CaCO3) innerhalb der Struktur beﬁndet. Und auch das Vorkommen kristallinen Materials
Abb. 5.5: TEM Aufnahmen zwei verschiedener mit 0,05%iger Essigsa¨ure behandelter Aragonitpla¨ttchen ((a) -
(d) bzw. (e) - (h)) aus dem Perlmutt von Haliotis laevigata. (a), (e) TEM Aufnahmen. (b), (f) TEM Hellfeldauf-
nahmen. (c), (g) TEM Dunkelfeldaufnahmen. (d), (h) STEM Aufnahmen.
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einer geringeren Dichte oder amorphen, inorganischen Materials in den zentralen Strukturen scheint
anhand der STEM Aufnahmen eher unwahrscheinlich. Allerdings ist zu bedenken, dass die Pla¨ttchen
ihre urspru¨ngliche Dicke von etwa 500 nm aufweisen und somit die fu¨r Transmissionselektronenmi-
kroskopie geeignete Dicke u¨berschreiten.
Aus diesem Grund wurden die Aragonitpla¨ttchen analog zu der in Abschnitt 5.2.2 pra¨sentierten Me-
thode pra¨pariert und mit gering konzentrierter Essigsa¨ure, die das CaCO3 lo¨st, ausgedu¨nnt.
Abb. 5.5 zeigt zwei dieser mit 0,05%iger Essigsa¨ure behandelten Aragonitpla¨ttchen. Wie in der Ab-
bildung zuvor sind auch hier TEM ((a) und (e)), Hellfeld ((b) und (f)), Dunkelfeld ((c) und (g)) und
STEM ((d) und (h)) Aufnahmen dargestellt. In allen Aufnahmen ist in beiden Aragonitpla¨ttchen die
zentrale Struktur klar zu erkennen. Mit der Essigsa¨ure wurde folglich in diesen Bereichen bevor-
zugt Material entfernt und somit das Aragonitpla¨ttchen dort wesentlich sta¨rker ausgedu¨nnt, als in den
u¨brigen Teilen des Pla¨ttchens. Der Nachteil dieser Methode ist, dass die Pla¨ttchen nicht nur gedu¨nnt,
sondern das Material in der Pla¨ttchenmitte zumindest teilweise entlang der Elektronenstrahlrichtung
vo¨llig entfernt wird. Die Untersuchung eventuell vorliegenden organischen oder inorganischen amor-
phen Materials ist daher nicht mo¨glich. Eine weitere Beschra¨nkung liefern die Kohlenstoﬀschichten
der TEM -Kupfernetzchen (siehe Pra¨paration, Abschnitt 5.2.2), die ein zusa¨tzliches amorphes Signal
erzeugen. Wie bereits bei der in Abb. 5.3 (b) und (c) gezeigten Probe kann das bevorzugte A¨tzen in
einem Bereich darauf hinweisen, dass an diesem Ort ein mit Essigsa¨ure leichter lo¨sliches Materi-
al als CaCO3 vorliegt. Eine weitere, sehr wahrscheinliche Mo¨glichkeit ist die, dass aufgrund der von
Scha¨ﬀer et al. [37] beschriebenen Wo¨lbung der Pla¨ttchenoberﬂa¨che im Zentrum der Aragonitpla¨ttchen
eine versta¨rkte Du¨nnung erfolgt. Dieser Sachverhalt ist in Abb. 5.6 schematisch verdeutlicht.
Eine einfache Untersuchung des A¨tzverhaltens verschiedener Regionen der Aragonitpla¨ttchen liefert
also keine Informationen u¨ber die Zusammensetzung der zentralen Struktur.
Abb. 5.6: Stark vereinfachte Darstellung des
Querschnitts eines Aragonitpla¨ttchens vor
und nach dem A¨tzen mit Essigsa¨ure. Durch
das Einwirken der Sa¨ure werden alle Ober-
ﬂa¨chen abgetragen (gru¨n dargestellt). Dies
hat eine bevorzugte Du¨nnung der Wo¨lbung
zur Folge.
5.3.2 TEM Untersuchungen an FIB pra¨parierten Aragonitpla¨ttchen
Als Alternative zu der Du¨nnung mit Essigsa¨ure wurde die FIB Pra¨paration (Abschnitt 5.2.3) gewa¨hlt,
um Aufschluss u¨ber den Aufbau der zentralen Struktur zu erhalten.
In Abschnitt 5.2.3 sind zwei unterschiedliche Ansa¨tze fu¨r die FIB Pra¨paration beschrieben. In bei-
den Methoden wurden die Pla¨ttchen zuna¨chst Lo¨sungen ausgesetzt, die eine Beeinﬂussung der
Pla¨ttchenstruktur zur Folge hatten. Diese Beeinﬂussung bestand zumindest in einem Ablo¨sen be-
stimmter Bereiche der Pla¨ttchen, wie sie auch in Abb. 5.3 (b) und (c) zu sehen ist. Eine daru¨ber hin-
ausgehende Vera¨nderung des Materials ist nicht wahrscheinlich, sollte jedoch nicht ausgeschlossen
werden.
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5.3.2.1 Amorphe Struktur
Abb. 5.7 (a) zeigt zwei lateral miteinander verbundene Aragonitpla¨ttchen2, die mit Hilfe einer
Manipulatornadel aus dem Perlmutt gelo¨st, anschließend herausgehoben und an einem TEM Halter
befestigt wurden. Erneut sind die zentralen Strukturen in beiden Pla¨ttchen deutlich erkennbar
(Abb. 5.7 (b), Pfeile). Eine Du¨nnung eines der Pla¨ttchen mit dem fokussierten Galliumionenstrahl in
der FIB verdeutlicht die zentrale Struktur, die im Falle dieses Aragonitpla¨ttchens im Pla¨ttcheninneren
eine gestreckte Form mit einer La¨nge von u¨ber 1 μm annimmt (Abb. 5.7 (c), Pfeil).
Zur na¨heren Charakterisierung dieser Struktur wurden TEM Untersuchungen durchgefu¨hrt.
U¨bersichten des ionengedu¨nnten Pla¨ttchenbereichs sind in Abb. 5.8 (a) und (b) dargestellt. Die
beiden in (b) markierten Bereiche sind zudem in Abb. 5.8 (c) und (d) vergro¨ßert abgebildet. Es ist
zu erkennen, dass das Material innerhalb der zentralen Struktur amorph ist, wohingegen in dem
umgebenden CaCO3 eine kristalline Struktur vorliegt. Es besteht die Mo¨glichkeit, dass wa¨hrend des
Pra¨parationsprozesses das Material in der zentralen Struktur durch die Verwendung der Lo¨sungen
entfernt und die entstandene Leerstelle beim anschließenden Bedampfen teilweise mit Kohlenstoﬀ
gefu¨llt wurde. Um die Frage zu beantworten, ob die zentrale Struktur ein Pra¨parationsartefakt oder
eine von der Schnecke gebildete Struktur ist, wurden energiedispersive Ro¨ntgenspektren (EDX) im
STEM Modus aufgenommen.
Abb. 5.7: SEM Aufnahmen. (a) Ebene Bruch-
ﬂa¨che des Perlmutts von Haliotis laeviga-
ta. Die Manipulatornadel beru¨hrt zwei Ara-
gonitpla¨ttchen, die im Folgenden herausge-
hoben wurden. (b) An dem TEM Proben-
halter befestigte Aragonitpla¨ttchen. Die Pfei-
le markieren jeweils die zentrale Struktur in
der Pla¨ttchenmitte. (c) Das rechte Aragonit-
pla¨ttchen aus (b) nach dem Du¨nna¨tzen mittels
Galliumionen. Die Struktur in der Mitte tritt
deutlich hervor (Pfeil).
2In Vero¨ﬀentlichungen von Feng et al. ([57] und [131]) wird die Hypothese kristalliner Verbindungen zwischen nebenein-
anderliegenden Aragonitpla¨ttchen in Perlmutt aufgestellt. Das beobachtete Aneinanderhaften der Pla¨ttchen ko¨nnte ein
Indiz fu¨r diese Verbindungen sein.
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Abb. 5.8: TEM Auf-
nahmen der zentralen
Struktur in der Ara-
gonitpla¨ttchenmitte.
(a) U¨bersicht. (b) Ver-
gro¨ßerung des in (a)
markierten Bereichs. Die
beiden in (b) markierten
Bereiche sind in (c) und
(d) vergro¨ßert abgebildet.
Abb. 5.9 zeigt eine STEM Aufnahme der zentralen Struktur. Das rote Rechteck markiert den
Bereich, an dem das abgebildete EDX Spektrum aufgenommen wurde. In dem Spektrum treten
Kohlenstoﬀ -, Sauerstoﬀ -, Calcium - und außerdem Silizium - Signale auf.
Die Existenz der drei erstgenannten Elemente deutet darauf hin, dass es sich bei dem amorphen
Bereich entweder um amorphes CaCO3 (ACC) oder um organische Bestandteile handelt und nicht um
einen Pra¨parationsartefakt durch die Kohlenstoﬀbedampfung, bei dem lediglich ein Kohlenstoﬀsignal
zu erwarten wa¨re. Analog zu der in Abschnitt 4.4 durchgefu¨hrten Argumentation bezu¨glich des
Silizium - Signals, kann auch hier das Auftreten des Signals u¨ber das Vorhandensein von Silizium im
Meerwasser begru¨ndet werden. Wie bereits beschrieben, kommt Silizium mit einer Konzentration
von 2900 μg/l bei einer Salinita¨t von 35‰ in Meerwasser vor [126], kann somit auch Teil der
extrapallialen Flu¨ssigkeit sein und in die Schale eingebaut werden.
Eine Unterscheidung zwischen ACC und organischem Material kann nicht vorgenommen werden, da
beide Materialien die gleichen Elemente enthalten ko¨nnen. Zwar erwartet man nicht unbedingt, dass
in organischem Material ein hoher Anteil Calcium vorkommt, es konnte jedoch an Untersuchungen
von Perlmutt gezeigt werden, dass die interlamellare Matrix von Haliotis laevigata Calcium entha¨lt
(Abb. 4.27). Da in amorphem Calciumcarbonat ein a¨hnliches Verha¨ltnis der Signale untereinander wie
in CaCO3 zu erwarten wa¨re, spricht das, im Vergleich zu den Sauerstoﬀ - und Kohlenstoﬀ - Signalen,
geringe Calcium - Signal in Abb. 5.9 dafu¨r, dass das amorphe Material aus organischen Bestandteilen
besteht. Eine eindeutige Aussage dazu kann anhand des Spektrums jedoch nicht getroﬀen werden.
Da das amorphe Material nur bei einer von acht untersuchten Proben innerhalb der zentralen Struktur
nachgewiesen werden konnte, kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dieser Form
der Struktur um ein von der Schnecke produziertes Artefakt handelt.
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Abb. 5.9: STEM Aufnahme der zentralen Struktur in der Aragonitpla¨ttchenmitte. An dem rot markierten Be-
reich wurde das abgebildete EDX Spektrum aufgenommen. In dem Spektrum treten die C Kα1, O Kα1, Si Kα1,
Ca Kα1 und Ca Kβ1 Linien auf.
5.3.2.2 Kristalline Struktur I
Eine andere Form der Zusammensetzung der zentralen Struktur wird in diesem Abschnitt behandelt.
Wie bereits in Abb. 5.4 (a) - (d) gezeigt, bestehen einige der Aragonitpla¨ttchen aus verschieden orien-
tierten Untereinheiten. Diese Unterteilung wird noch nicht im SEM, sondern erst im TEM sichtbar.
Abb. 5.10 (a) zeigt eine SEM Aufnahme zweier Aragonitpla¨ttchen, die, wie in Abschnitt 5.2.3.2 be-
schrieben, pra¨pariert wurden. An dem rechten der beiden Pla¨ttchen ist ein von der zentralen Struktur
zum Pla¨ttchenrand verlaufender Spalt zu erkennen. Bei dieser Struktur handelt es sich eventuell um
einen Riss, der durch Schrumpfen von in den Pla¨ttchen vorhandenen Makromoleku¨len wa¨hrend der
Dehydration entstand [132]. Dem geht die Annahme voraus, dass die Untereinheiten, aus denen man-
che Aragonitpla¨ttchen bestehen, durch organische Schichten voneinander getrennt werden. Das linke
Aragonitpla¨ttchen weist lediglich die zentrale Struktur auf und wurde fu¨r TEM Untersuchungen wei-
ter pra¨pariert.
STEM Aufnahmen der zentralen Struktur bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen sind in Abb. 5.10 (b) -
(d) dargestellt. Die zentrale Struktur besitzt eine etwa 800 nm lange und 200 nm hohe Form und ist
in zwei Bereiche aufgeteilt. Einen großen Bereich, der einen a¨hnlichen Kontrast wie das umliegen-
de Aragonit besitzt und einen kleineren, etwa 100 nm langen Bereich (Abb. 5.11 (c), Rechteck), der
dunkler als das umgebende Material erscheint und somit leichteres oder weniger Material entha¨lt, als
die u¨brigen Bereiche des Aragonitpla¨ttchens. In dem EDX Spektrum 1, das innerhalb der zentralen
Struktur aufgenommen wurde, treten neben Kohlenstoﬀ -, Sauerstoﬀ - und Calcium - Signalen Kup-
fer - und Silizium - Signale auf. Das Kupfer - Signal stammt von dem TEM -Kupferhalter und ist nicht
Teil der eigentlichen Probe. Ebenso wie bei der zuvor vorgestellten Probe wurde auch an dieser zen-
tralen Struktur Silizium detektiert. Das Auftreten von Silizium in der Schale kann auch an dieser Stel-
le, wie bereits im vorhergehenden Abschnitt und in Abschnitt 4.4 beschrieben, mit dem Vorkommen
von Silizium in Meerwasser begru¨ndet werden. Das EDX Spektrum 2, das in einem Bereich neben
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Abb. 5.10: (a) SEM Aufnahme zweier Aragonitpla¨ttchen. Die mit dem Pfeil markierte zentrale Struktur wird
im Folgenden weiter untersucht. (b) STEM U¨bersichtsaufnahme. Der Pfeil markiert die zentrale Struktur. (c)
Vergro¨ßerte STEM Aufnahme der zentralen Struktur. (d) Vergro¨ßerte STEM Aufnahme des in (c) markierten
Bereichs. In den rot markierten Bereichen 1 bis 3 wurden EDX Messungen vorgenommen. Die zugeho¨rigen
EDX Spektren sind unten in der Abbildung dargestellt. In allen Spektren treten die C Kα1, O Kα1, Ca Kα1, Ca
Kβ1 und Cu Kα1 Linien auf. Spektrum 1 entha¨lt zudem die Si Kα1 Linie. In Spektrum 2 treten mehrere Pla-
tin Linien auf; die Pt Mα1 Linie bei etwas u¨ber 2 keV ist dabei am ausgepra¨gtesten. Das Spektrum 3 entha¨lt
sowohl Silizium - als auch Platin - Signale. Es ist zu beachten, dass alle drei Spektren unterschiedlich hohe Ma-
ximalintensita¨ten aufweisen, die mit unterschiedlich hohen Konzentrationen der Elemente in den untersuchten
Bereichen zu begru¨nden sind.
der zentralen Struktur aufgenommen wurde, weist ebenfalls Kohlenstoﬀ -, Sauerstoﬀ -, Calcium - und
Kupfer - Signale auf. Silizium wurde an dieser Stelle nicht detektiert. Satt dessen treten deutliche Pla-
tin - Signale auf. Bei dem Platin handelt es sich um ein Artefakt, das durch die Pra¨paration in der FIB
entstanden ist und im folgenden Abschnitt noch diskutiert werden wird. Das EDX Spektrum 3 wurde
in einem Bereich der zentralen Struktur aufgenommen, der einen a¨hnlichen Kontrast wie das um-
liegende Aragonit aufweist. Die Signale entsprechen weitestgehend den in Spektrum 2 auftretenden.
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Zusa¨tzlich ist jedoch ein Silizium - Signal zu erkennen. Dies bedeutet, dass die Bereiche 1 und 3, die
innerhalb der zentralen Struktur liegen, Silizium enthalten. Die Bereiche 2 und 3 wurden wa¨hrend der
Pra¨paration durch Platin verschmutzt, wohingegen der Bereich 1 kein deutliches Platin - Signal liefert.
Um zu testen, ob das Material innerhalb der zentralen Struktur, wie bei der zuvor behandelten Pro-
be, amorph ist, wurden TEM Bilder aufgenommen. Abb. 5.11 (a) zeigt eine U¨bersichtsaufnahme des
pra¨parierten Aragonitpla¨ttchens. Die zentrale Struktur ist mit einem Pfeil markiert. Der Bildteil (b)
zeigt eine Dunkelfeldaufnahme des gleichen Probenausschnitts. Aus dem Kontrast wird deutlich, dass
sich das Pla¨ttchen aus den eingangs erwa¨hnten Untereinheiten zusammensetzt. Die zentrale Struktur
beﬁndet sich an dem Punkt, an dem die Untereinheiten zusammentreﬀen.
Der im Bildteil (c) markierte Bereich ist in (d) vergro¨ßert dargestellt. Diese hochaufgelo¨ste Abbildung
wurde mit einer Wienerﬁlterung bearbeitet, um das Rauschen im Bild zu verringern. Der gesamte
Ausschnitt zeigt kristallines Material, dessen Orientierung leicht variiert. Wenige kleine Bereiche mit
Durchmessern von etwa 5 nm sind in Zonenachse orientiert (Bereiche I und II). Die u¨brigen Regionen
(z.B. Bereich III) lassen zwar Netzebenen erkennen, eine Hochauﬂo¨sung der relativen Positionen der
CaCO3 -Moleku¨le ist aufgrund der leichten Verkippung des kristallinen Materials aus der Zonenach-
senorientierung jedoch nicht mo¨glich. Amorphe Bereiche konnten an keiner Stelle dieser zentralen
Struktur nachgewiesen werden.
Somit stellt dieses untersuchte Aragonitpla¨ttchen einen deutlichen Gegensatz zu dem im vorhergehen-
den Abschnitt behandelten Pla¨ttchen dar, das eine amorphe zentrale Struktur aufwies und nicht aus
Untereinheiten aufgebaut war.
5.3.2.3 Kristalline Struktur II
Neben der zentralen kristallinen Struktur, die in aus Untereinheiten bestehenden Aragonitpla¨ttchen
auftritt, konnten auch zentrale kristalline Strukturen in einkristallinen Pla¨ttchen nachgewiesen wer-
den. In Abb. 5.12 (a) ist die SEM Aufnahme eines Aragonitpla¨ttchens dargestellt, das, wie in Ab-
schnitt 5.2.3.2 beschrieben, pra¨pariert wurde. Die zentrale Struktur entha¨lt zwei Bereiche, in denen
bevorzugt Material wa¨hrend der Pra¨paration mit Lo¨sungen entfernt wurde. Diese beiden Bereiche
sind durch den weißen und den schwarzen Pfeil markiert. Der Bildteil (b) zeigt eine BSE SEM Auf-
nahme des Pla¨ttchens nach dem Ionena¨tzen. Der helle Kontrast in einem der Bereiche der zentralen
Struktur (weißer Pfeil) la¨sst darauf schließen, dass sich dort Atome mit einer ho¨heren Ordnungszahl
als im umgebenden Aragonit beﬁndet. Der zweite Bereich ist in dieser Aufnahme nicht zu erkennen.
In einer TEM Hellfeldaufnahme (Bildteil (c)) sind beide Bereiche der zentralen Struktur gut zu erken-
nen, wohingegen in der dazugeho¨rigen Dunkelfeldaufnahme (Bildteil (d)) nur der mit dem schwarzen
Pfeil markierte Bereich sichtbar ist. Der dunklere Kontrast dieses Bereichs in der Dunkelfeldaufnah-
me ist ein Hinweis darauf, dass sich in diesem Teil der zentralen Struktur in Elektronenstrahlrichtung
weniger Material beﬁndet als in den u¨brigen Probenbereichen. Dieser Schluss wird durch STEM Auf-
nahmen besta¨tigt.
Sowohl die Hell- als auch die Dunkelfeldaufnahmen verdeutlichen, dass dieses Aragonitpla¨ttchen wei-
testgehend einkristallin ist, zumindest aber nicht aus Untereinheiten besteht. Der ”wolkige“ Kontrast
auf der Probe kommt zum Teil durch Elektronenstrahlscha¨digung zustande, die eine Umkristallisie-
rung des Aragonits zur Folge haben kann. Diese Umkristallisierung der Probe verhinderte bei einigen
Proben die Lokalisierung und Untersuchung der zentralen Struktur. Um diesen Eﬀekt zu minimieren,
ist bei diesen Proben die Verwendung einer kleinen C2 - Blende und somit einer reduzierten Elektro-
nenstrahlintensita¨t unbedingt notwendig.
In der STEM Aufnahme (Bildteil (e)) wird der Aufbau der zentralen Struktur deutlicher. Der zuvor
mit einem weißen Pfeil markierte Bereich ist in dieser Aufnahme als heller, ovaler Ring zu erkennen,
in dessen Mitte sich punktfo¨rmige, helle Strukturen beﬁnden. Dieser Bereich, der Atome einer hohen
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Abb. 5.11: TEM Aufnahmen der Struktur in der Aragonitpla¨ttchenmitte. (a) U¨bersicht. Der Pfeil markiert die
zentrale Struktur. (b) Dunkelfeldaufnahme der in (a) abgebildeten Probe. Es wird deutlich, dass das Aragonit-
pla¨ttchen aus mehreren unterschiedlich orientierten Untereinheiten aufgebaut ist. Die zentrale Struktur beﬁndet
sich dort, wo die Untereinheiten zusammentreﬀen. (c) Vergro¨ßerte Abbildung der zentralen Struktur. (d) Mit-
tels Wienerﬁlterung bearbeitete hochaufgelo¨ste Aufnahme des in (c) markierten Bereichs. Die zentrale Struktur
entha¨lt kristallines Material. Die Bereiche I - III sind vergro¨ßert dargestellt.
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Abb. 5.12: (a) SEM Aufnahme eines, wie in Abschnitt 5.2.3.2 beschrieben, vorpra¨parierten Aragonitpla¨ttchens.
Die Pfeile markieren die in zwei Bereiche unterteilte zentrale Struktur. Die Bedeutung der Pfeile bleibt in
(b) - (d) erhalten. (b) BSE SEM Aufnahme der fertig pra¨parierten Lamelle. (c) TEM Hellfeldaufnahme.
(d) TEM Dunkelfeldaufnahme. (e) STEM Aufnahme. Der helle Ring entspricht dem zuvor mit dem weißen
Pfeil markierten Bereich. Der darunterliegende dunkle Bereich wurde zuvor mit dem schwarzen Pfeil markiert.
(f) TEM Aufnahme des in (e) markierten Bereichs. (g) TEM Aufnahme des in (e) markierten Bereichs. Spektren
1 - 4: Die EDX Spektren wurden an den in (e) markierten Punkten aufgenommen. Die Spektren enthalten die
C Kα1, O Kα1, Ca Kα1, Ca Kβ1 und Cu Kα1 Linien. Die Spektren 1 und 2 enthalten zudem Platin Linien wie
z.B. die am deutlichsten auftretende Pt Mα1 Linie.
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Ordnungszahl entha¨lt, konnte bereits in BSE SEM Aufnahmen identiﬁziert werden. Darunterliegend
ist ein dunklerer Bereich zu erkennen, der dem zuvor mit dem schwarzen Pfeil markierten Bereich
entspricht.
Um zu untersuchen, ob es sich bei den Atomen ho¨herer Ordnungszahl um eine Verschmutzung oder
eine materialspeziﬁsche Struktur handelt, wurden EDX Messungen vorgenommen. Die pra¨sentierten
EDX Spektren wurden an den mit roten Kreuzen markierten Punkten aufgenommen. Spektrum 1 wur-
de direkt auf dem hellen Ring aufgenommen und entha¨lt, neben Signalen vom Aragonit (CaCO3) und
dem TEM -Kupferhalter, Platin - Signale. Platin spielt in der FIB Pra¨paration eine zentrale Rolle und
ist somit Quelle fu¨r die beobachtete Verschmutzung. Anhand des Spektrums 2, das innerhalb des Pla-
tinrings aufgenommen wurde, kann an dieser Stelle ebenfalls Platin nachgewiesen werden. Der Anteil
des Platins an dieser Stelle ist allerdings geringer als direkt auf dem Ring, wie es bereits an dem Kon-
trast in der STEM Aufnahme zu erkennen ist.
In dem zweiten Bereich der zentralen Struktur, der einen wesentlich dunkleren Kontrast in der STEM
Aufnahme aufweist, ist hingegen kein Platin detektierbar (Spektrum 3).
Spektrum 4 wurde an einer Referenzstelle abseits der zentralen Struktur aufgenommen. Dieses Spek-
trum entha¨lt nur vom CaCO3 stammende Signale. Besonders im Falle der Kohlenstoﬀ - und Calcium -
Signale ist zu erkennen, dass diese ho¨her als in den vorangegangenen Spektren sind, der Referenzbe-
reich also einen ho¨heren Anteil an diesen Elementen besitzt. Dies bedeutet, dass die zentrale Struktur
in Elektronenstrahlrichtung du¨nner ist als das umgebende Aragonit.
Zur Unterscheidung zwischen kristallinem und amorphem Material wurden TEM Hoch-
auﬂo¨sungsaufnahmen beider Bereiche der zentralen Struktur aufgenommen. In beiden Hoch-
auﬂo¨sungsaufnahmen wurde u¨ber eine Wienerﬁlterung das Rauschen verringert. In Bildteil (f) ist
ein Ausschnitt abgebildet, der auf dem Rand des Platinrings aufgenommen wurde (Markierung in
Bildteil (e)). Obwohl die Probendicke im untersuchten Bereich relativ groß war und außerdem eine
leichte Biegung der Lamelle vorlag, ist gut zu erkennen, dass der gesamte untersuchte Bereich einkris-
tallin ist. Und auch die Hochauﬂo¨sungsaufnahme in Bildteil (g) des Bereichs der zentralen Struktur,
der kein Platin entha¨lt, zeigt, dass sowohl das Aragonitpla¨ttchen als auch der Teil der zentralen Struk-
tur kristallines Material gleicher Orientierung, d.h. Aragonit, beinhalten.
Die Verschmutzung der Probe durch Platin ist dadurch zu begru¨nden, dass im Bereich der zentralen
Strukturen eine Vertiefung im Aragonitpla¨ttchen vorliegt. Beim Platindeponieren und besonders beim
A¨tzen des Platins mit dem Ionenstrahl in der FIB kommt es zu einer artiﬁziellen Redeposition des
Platins auf dem gesamten Pla¨ttchen. Wa¨hrend des Du¨nna¨tzens mittels Galliumionen wird das Pla-
tin von den Oberﬂa¨chen der Pla¨ttchen wieder entfernt, wohingegen die Platinverschmutzung in der
tieferliegenden zentralen Struktur bestehen bleibt. Dieser Eﬀekt konnte bei einigen Proben beobachtet
werden. In den meisten Fa¨llen war die durch Platin verursachte Verschmutzung so betra¨chtlich, dass
eine Untersuchung der zentralen Struktur nicht mo¨glich war.
Die Tatsache, dass das in diesem Abschnitt beschriebene Aragonitpla¨ttchen nur in einem der beiden
Teile der zentralen Struktur die Verschmutzung aufwies, ist eventuell damit zu begru¨nden, dass die-
ser Teil der Struktur eine etwas gro¨ßere O¨ﬀnung besaß, durch die Platin in die Vertiefung gelangen
konnte (siehe Abb. 5.12 (a)). Eine leichte Platinverschmutzung in dem zweiten Bereich der zentralen
Struktur (Abb. 5.12, schwarzer Pfeil) kann zudem nicht vollsta¨ndig ausgeschlossen werden. Um starke
Strahlscha¨digung zu vermeiden, waren die Detektionszeiten der EDX Spektren kurz, was eine geringe
Intensita¨t der Signale in den EDX Spektren zur Folge hatte. Diese wiederum ko¨nnte nach sich gezogen
haben, dass im zweiten Bereich (schwarzen Pfeil) eventuell vorhandenes Platin nicht in Spektrum 3
detektiert werden konnte.
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5.4 Diskussion
Bereits erste TEM Untersuchungen an Aragonitpla¨ttchen zeigten, dass diese in zwei unterschiedlichen
Formen vorkommen: bestehend aus einkristallinem Aragonit oder zusammengesetzt aus unterschied-
lich orientierten Untereinheiten. A¨tzen dieser Aragonitpla¨ttchen mit verdu¨nnter Essigsa¨ure fand be-
vorzugt im Bereich der zuvor im SEM beobachteten zentralen Struktur statt.
Eine klare Antwort auf die Frage, welches Material sich innerhalb dieser Struktur beﬁndet, konnte
nicht gefunden werden. Mittels TEM Untersuchungen (Abschnitt 5.3.2) konnte in einem Fall amor-
phes kohlenstoﬀ-, sauerstoﬀ-, silizium- und calciumhaltiges Material nachgewiesen werden. In den
weiteren untersuchten Pla¨ttchen jedoch wurde kristallines Aragonit innerhalb der zentralen Struktur
beobachtet. Die Pla¨ttchen, die im Zentrum Aragonit enthalten, unterscheiden sich dahingehend, dass
einige einkristallin, andere hingegen aus Untereinheiten aufgebaut sind. Dies ist in Tabelle 5.1 zusam-
mengefasst.
Das Auftreten der Untereinheiten ist wahrscheinlich auf mehrere Nukleationszentren zuru¨ckzufu¨hren.
Aus Abb. 5.13, die SEM Aufnahmen der Oberﬂa¨che einer ”ﬂat pearl“ aus Haliotis laevigata zeigt, wird
ersichtlich, dass sich wa¨hrend des Wachstumsprozesses auf manchen Aragonitpla¨ttchen zwei bzw. drei
Nukleationszentren ausbilden (ebenfalls beobachtet von Bezares et al. [30]). Diese weisen lediglich
einen Abstand im Bereich von etwa 250 nm auf. Die weißen und gelben Pfeile markieren einige der
zweifach auftretenden Nukleationszentren. Zusa¨tzlich beﬁndet sich in dem beobachteten Bereich ein
Aragonitpla¨ttchenstapel, auf dem sich drei Nukleationszentren beﬁnden (roter Pfeil). Derartige Mehr-
fachnukleationen u¨ber einem Aragonitpla¨ttchen stellen somit keine Ausnahme dar und bewirken eine
Unterteilung mancher Aragonitpla¨ttchen in Untereinheiten.
Pla¨ttchenaufbau zentrale Struktur
keine Untereinheiten amorph
Untereinheiten kristallin
keine Untereinheiten kristallin
Tabelle 5.1: Zusammenfassung
der Art der zentralen Struktur
in den unterschiedlich aufgebau-
ten Aragonitpla¨ttchen aus Halio-
tis laevigata.
Abb. 5.13: SEM Aufnahmen einer
sogenannten ”ﬂat pearl“ aus Halio-
tis laevigata. Die weißen und gelben
Pfeile markieren einige der Aragonit-
pla¨ttchenstapel, auf denen zwei Nu-
kleationszentren auftreten. Der mit dem
gelben Pfeil markierte Stapel ist zu-
dem vergro¨ßert eingefu¨gt. Der rote Pfeil
weist hingegen auf einen Stapel mit drei
Nukleationszentren, der ebenfalls ver-
gro¨ßert abgebildet ist.
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In Abschnitt 3.4.4 wurden Zonen auf der interlamellaren Matrix vorgestellt, die sich im Zentrum der
durch die intertabulare Matrix geformten Waben beﬁnden und aragonitnukleierende Proteine, Car-
boxygruppen und Sulfate enthalten. Diese Bereiche dienen dem Zweck, eine Nukleation von Calci-
umcarbonat zu begu¨nstigen [29, 30]. Liegen diese Zonen dicht beieinander (im Bereich von ∼250 nm),
bildet sich ein aus Untereinheiten aufgebautes Aragonitpla¨ttchen. Zwischen diesen Untereinheiten be-
ﬁndet sich keine ausgepra¨gte intertabulare Matrix, sondern beﬁnden sich eventuell nur wenige orga-
nische Bestandteile [132]. Zwischen weiter voneinander entfernten Nukleationszentren, die einkris-
talline Aragonitpla¨ttchen ausbilden, beﬁnden sich hingegen zahlreiche organische Komponenten in
Form der intertabularen Matrix. Zu begru¨nden ist dies u¨ber den Wachstumsprozess der Pla¨ttchen. Wie
bereits in Abschnitt 3.4.4 beschrieben, ﬁndet das Wachstum mo¨glicherweise in einem Gel aus Chitin
und Seiden Fibroin a¨hnlichen Proteinen, zumindest aber in einer organische Bestandteile enthaltenden,
wa¨ssrigen Umgebung statt [29, 30]. Bei der lateralen Ausdehnung der Pla¨ttchen wird das Wasser ver-
dra¨ngt, was eine Aufkonzentrierung der organischen Komponenten zwischen den Pla¨ttchen bewirkt.
Nach weiterem lateralen Wachstum bilden die festen Bestandteile letztendlich die intertabulare Ma-
trix. Liegen zwei oder mehr Nukleationszentren dicht beieinander, dann ist die sie umgebende Lo¨sung
beim lateralen Zusammentreﬀen der gebildeten Pla¨ttchenuntereinheiten noch nicht sehr stark aufkon-
zentriert. Es ko¨nnten daher nur wenige organische Bestandteile eingeschlossen werden.
Innerhalb der zentralen Strukturen scheinen organische Einschlu¨sse nicht vorhanden zu sein, da das
dort vorliegende Material als einkristallin identiﬁziert werden konnte (Abschnitt 5.3.2, Kristalline
Struktur I). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich in den Ober- und Unterberei-
chen der zentralen Struktur nahe der Aragonitpla¨ttchenoberﬂa¨chen organische Einschlu¨sse befanden,
da diese Bereiche bei der FIB Pra¨paration entfernt wurden und somit im TEM nicht untersucht werden
konnten.
Bei dem pra¨sentierten einkristallinen Aragonitpla¨ttchen, das eine kristalline, zentrale Struktur auf-
weist (Abschnitt 5.3.2.3, Kristalline Struktur II), stimmen die beobachteten Positionen der zentralen
Struktur im SEM und im TEM gut u¨berein. Viele dieser derartig gewachsenen Proben wiesen eine
Verschmutzung aus Platin auf, die sich in der zentralen Struktur angesammelt hatte und durch die
Vertiefung dieser Struktur wa¨hrend des Ionena¨tzens in der FIB nicht entfernt werden konnte.
Zusa¨tzlich zu diesen einkristallinen Proben mit der kristallinen, zentralen Struktur konnten auch ein-
kristalline Aragonitpla¨ttchen untersucht werden, deren zentrale Struktur im SEM deutlich sichtbar
war, im TEM jedoch nicht mehr identiﬁziert werden konnte (Resultate nicht gezeigt). Diese Tatsache
spricht dafu¨r, dass die zentrale Struktur der Aragonitpla¨ttchen kein organisches oder amorphes Mate-
rial entha¨lt [38, 60], sondern lediglich durch eine Wo¨lbung des Pla¨ttchens [38, 37, 130] erzeugt wird.
Weshalb die zentrale Struktur in manchen FIB Lamellen sichtbar wird und in anderen nicht, wird in
Abb. 5.14 verdeutlicht. Schematisch dargestellt ist der Querschnitt eines Aragonitpla¨ttchens, in dessen
Mitte sich die gewo¨lbte zentrale Struktur beﬁndet. Durch eine Vorbehandlung wurde das Pla¨ttchen
bereits gedu¨nnt und die zentrale Struktur angea¨tzt, so dass auf beiden Pla¨ttchenseiten Vertiefungen
vorliegen. Der Pfeil gibt die Richtung an, in der in spa¨teren Untersuchungen der Elektronenstrahl ver-
lief. Je nachdem an welcher Stelle die Lamelle (blau eingezeichnet) durch Entfernen des daru¨ber- und
darunterliegenden Materials pra¨pariert wurde, kann an der Position der zentralen Struktur im TEM
keine Besonderheit (Schema (a)) oder ein kristalliner Bereich, der weniger Aragonit als das umgeben-
de Pla¨ttchen entha¨lt, (Schema (b)) beobachtet werden.
Lediglich bei einer von acht untersuchten Proben konnte innerhalb der zentralen Struktur amorphes
Material, das CaCO3 und Silizium enthielt, nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass es
sich dabei um ein Artefakt handelt, das jedoch nicht wa¨hrend der Pra¨paration entstand, sondern beim
Schalenwachstum erzeugt wurde. Ein Indiz dafu¨r ist die Pra¨senz des Siliziums, das aus dem Meerwas-
ser stammt und wahrscheinlich wa¨hrend das Wachstums eingebaut wurde (siehe auch Abschnitt 4.4).
Es darf an dieser Stelle nicht vergessen werden, dass das Schalenwachstum nicht unter konstanten
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Abb. 5.14: Schematische Darstellung
des Querschnitts eines gedu¨nnten (z.B.
mit verdu¨nnter Essigsa¨ure) Aragonit-
pla¨ttchens. Der Pfeil gibt die spa¨tere
Richtung des Elektronenstrahls im TEM
an. Mit blau ist die Position der Ober-
kante der FIB Lamelle fu¨r zwei unter-
schiedliche Fa¨lle markiert ((a) und (b)).
Umgebungsbedingungen stattﬁndet und auch Fremdko¨rper in Form von Schmutzpartikeln oder Para-
siten Einﬂuss auf die Bildung der Schale ausu¨ben ko¨nnen. Obwohl das Schalenwachstum insgesamt
sehr geordnet und kontrolliert abla¨uft, sind kleine Defekte keine Seltenheit.
Eine klare Aussage, ob es sich bei der amorphen Struktur tatsa¨chlich nur um ein Artefakt oder eventu-
ell doch um eine gesteuert gebildete Struktur handelt, die eine bestimmte Aufgabe erfu¨llt, kann jedoch
nicht gegeben werden.
Mit den pra¨sentierten Untersuchungen konnten zwar keine neuen Einsichten u¨ber die Nukleation des
Calciumcarbonats in Haliotis laevigata gewonnen werden, jedoch konnte das Vorhandensein organi-
schen Materials in der zentralen Struktur der Aragonitpla¨ttchen weitestgehend ausgeschlossen werden,
da die kristallinen zentralen Strukturen keine Einschlu¨sse oder Defekte aufwiesen. Dies steht im Ge-
gensatz zu den von Nakahara [60] und Checa et al. [38] vero¨ﬀentlichten Ergebnisse zu Caliostoma
unicum und Gibbula umbilicalis.
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6.1 Einleitung
Wie beispielsweise in Abschnitt 3.4.4 beschrieben und in Kapitel 4 zudem gezeigt, reguliert die
organische Matrix aus Molluskenschalen die Kristallisation von Calciumcarbonat. Einen großen
Einﬂuss haben dabei die Matrixproteine, die von den Zellen des Mantelepithels sekretiert werden.
Untersuchungen von Jolly et al. [31] bescha¨ftigten sich mit dem Nachweis der Proteine MSI 31 und
MSI 60 im Mantelepithel von Haliotis tuberculata. Diese beiden Proteine wurden erstmals von Sudo
et al. [133] in der Calcit- bzw. Perlmuttschicht der Schale der Bivalven Pinctada fucata gefunden.
Verwendet wurden in den Untersuchungen von Jolly et al. licht- und ﬂuoreszenzmikroskopische
Methoden.
Neben den Proteinen werden auch Calciumionen aus dem Mantelepithel in den extrapallialen Raum
sekretiert, um von dort in die Schale eingebaut zu werden. Zum Nachweis dieser Calciumionen sind
licht- und ﬂuoreszenzmikroskopische Methoden nicht geeignet, da diese keine ausreichend hohe
Auﬂo¨sung liefern, um das Zellinnere detailliert untersuchen zu ko¨nnen. Stattdessen wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein Transmissionselektronenmikroskop in Verbindung mit spektroskopischen Methoden
wie Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) zur direkten Detektion des Calciums verwendet.
Zu Beginn dieses Kapitels muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass das Ziel, Calcium in den
Zellen des Mantelepithels der Gastropoden Haliotis tuberculata nachzuweisen, nicht erreicht werden
konnte. Dennoch soll das Thema in dieser Arbeit behandelt werden, um vor allem den aufgetretenen
Fehler zu dokumentieren.
6.1.1 Aufbau des Mantelepithels
Der Aufbau und die Funktion des Mantelepithels von Gastropoden ist Bestandteil mehrerer
Vero¨ﬀentlichungen. Zur Untersuchung wurden sowohl licht- als auch elektronenmikroskopische Me-
thoden verwendet.
Eine lichtmikroskopische U¨bersichtsaufnahme des Mantelepithels von Haliotis tuberculata ist in
Abb. 3.9 dargestellt. Das Epithel besteht aus einer einschichtigen hochprismatischen Zelllage, die Bin-
degewebe umgibt.
Jolly et al. [31] verwendeten bei ihrer Untersuchung des Epithels, wie bereits erwa¨hnt, licht- und ﬂuo-
reszenzmikroskopische Methoden und konnten die Ausbildung von verschiedenen Zonen im Mantel-
epithel von Haliotis tuberculata beobachten. Diese Zonen enthielten die Matrixproteine MSI 31 und
MSI 60 und variierten sowohl ra¨umlich als auch zeitlich.
Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen des Aufbaus des Mantelepithels
in dem Bereich, in dem das Periostracum sekretiert wird, wurden von Saleuddin (Helisoma du-
ryi duryi, Su¨ßwasserschnecke) [36], Chan et al. (Helisoma duryi duryi, Su¨ßwasserschnecke) [35]
und Bevelander et al. (Littorina littorea, Meeresschnecke) [134] vorgenommen. Ebenso mit dem
TEM fu¨hrten Machado et al. [34] Untersuchungen der Mantelepithelzellen von Anodonta cygnea
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Abb. 6.1: Schematische Darstellung des
Aufbaus einer Mantelepithelzelle von Biom-
phalaria glabrata (Su¨ßwasserschnecke).
Bl: Basallamina, Gl: Glykogen, G: Golgi,
Li: Lipid, M: Mitochondrium, MV: Mikro-
villi, N: Nukleus, rER: raues endoplasmati-
sches Retikulum, Ve: Vesikel, V: Vakuole.
Adaptiert aus [33].
(Su¨ßwassermuschel), die Mucopolysaccharide1 sekretieren, durch.
Der schematische Aufbau einer typischen Mantelepithelzelle von Gastropoden wurde von Bielefeld
et al. [33] erstellt und ist in Abb. 6.1 abgebildet. Diese dargestellte Zelle weist zahlreiche Mikrovilli
(MV) auf, die in Richtung des extrapallialen Raums gerichtet sind. Zudem beﬁnden sich neben dem
Nukleus (N), den Mitochondrien (M), dem Golgi - Apparat (G) und dem rauen endoplasmatischen
Retikulum (rER) zahlreiche Vakuolen (V) und Vesikel (Ve) in der Zelle. Außerdem wurde von Bie-
lefeld et al. [33] das Vorkommen von Lipidtropfen in Vakuolen und von Glykogen2 in den Zellen
beschrieben.
6.1.2 Gewebeﬁxierung
Um Gewebe unter einem Elektronenmikroskop zu untersuchen, bedarf es einer besonderen
Pra¨paration. Von besonderer Bedeutung ist eine gute Fixierung der Probe, um die urspru¨ngliche Struk-
tur der Zellen mo¨glichst unbescha¨digt zu erhalten.
Die ersten Artefakte treten jedoch bereits unmittelbar nach Entnahme des Gewebes aus dem Tier auf.
Da die Versorgung der Zellen unterbrochen wird, kommt es rasch zu morphologischen Vera¨nderungen
der Zellen. Zuna¨chst schwellen die Zellen an, die Proteine denaturieren und letztlich kommt es zur
Autolyse3. Ein zu¨giges Arbeiten ist daher Voraussetzung fu¨r minimale Artefakte.
1Auch bekannt unter dem Begriﬀ Glykosaminoglykane. Sie sind saure Polysaccharide, die linear aus sich wiederholenden
Disacchariden aufgebaut sind.
2Glykogen ist ein verzweigtes Polysaccharid aus Glucose - Einheiten, das der kurzfristigen Speicherung von Glucose dient.
3Selbstauﬂo¨sung der Zellen durch Enzyme.
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Abb. 6.2: Schema der Reaktion von
Formaldehyd mit den Aminogruppen
benachbarter Polypeptidketten. Die
gelben, ovalen Formen symbolisieren
Proteine.
Die Fixierung des Gewebes wirkt Scha¨den durch die Autolyse entgegen, indem das Gewebe stabili-
siert wird. Wichtig ist, dass die Proben mo¨glichst klein sind und somit ein Eindringen der Fixierlo¨sung
in alle Bereiche der Probe gewa¨hrleistet sein kann, bevor die Autolyse zu weit fortgeschritten ist.
Zur Fixierung ko¨nnen zahlreiche unterschiedliche Chemikalien verwendet werden, deren Wahl von
dem jeweiligen zu untersuchenden Gewebetyp abha¨ngt. In diesem Abschnitt soll nur auf die in die-
ser Arbeit zur Fixierung verwendeten Chemikalien eingegangen werden. Die daru¨ber hinaus gehenden
Fixiermethoden ko¨nnen beispielsweise in den Fachbu¨chern [135], [136], [137] und [138] nachgeschla-
gen werden.
Fu¨r die eher konventionelle Fixierung, die unter anderem in dieser Arbeit verwendet wurde und die
lediglich eine Untersuchung der Morphologie, aber beispielsweise keinen Calciumnachweis erlaubt,
wurden die Chemikalien Glutaraldehyd, Paraformaldehyd und Cacodylatpuﬀer verwendet (basierend
auf dem Originalrezept von Karnovsky4). Zudem wurde Meersalz zu der Fixierlo¨sung gegeben. Dieser
Zusatz erfolgte, um die Osmolarita¨t der Fixierlo¨sung auf etwa 1130mosmol einzustellen. Dieser Wert
entspricht ungefa¨hr der Osmolarita¨t von Meerwasser. Auf diese Weise sollte ein Quellen der Zellen
verhindert werden. Der Cacodylatpuﬀer ist ein zur Pra¨paration von elektronenmikroskopischen Pro-
ben ga¨ngiger Puﬀer und hat die Aufgabe, den pH Wert in einem physiologischen Bereich zu halten.
Dies ist der Bereich, in dem Aldehyde in der Fixierlo¨sung am besten funktionieren [135]. Die Che-
mikalien, die tatsa¨chlich eine vernetzende Wirkung auf das Gewebe haben, sind Glutaraldehyd und
Paraformaldehyd. Paraformaldehyd ist ein Polymer, das selbst keine ﬁxierende Wirkung hat. No¨tig ist
eine Lo¨sung des Paraformaldehyd Pulvers in Wasser und eine Erhitzung auf 60◦C, um die Polymere
in Formaldehyd Monomere (HCHO) zu teilen. Diese Monomere ko¨nnen an Proteine binden, wodurch
freie Hydroxymethylgruppen (-CH2-OH) entstehen. U¨ber diese Gruppen ko¨nnen Querverbindungen
zu anderen funktionellen Gruppen der Proteine erzeugt werden. Die meisten dieser Vernetzungen bil-
den sich zwischen freien Aminogruppen in benachbarten Polypeptidketten unter Bildung von Methyl-
bru¨cken (siehe Abb. 6.2) [138]. Die Zellproteine werden somit stabilisiert. Formaldehyd dringt zwar
schnell in das Gewebe ein, die Vernetzungsreaktionen verlaufen aber sehr langsam. Eine ausreichende
Fixierzeit ist daher notwendig. Je ho¨her die Umgebungstemperatur ist, desto schneller verlaufen die
Reaktionen. Auf der anderen Seite verla¨uft bei ho¨heren Temperaturen auch die Autolyse schneller, so
dass im Falle der in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Fixierung mit einer Fixierzeit von 1 - 2 Stunden bei
Raumtemperatur ein Mittelweg gewa¨hlt wurde.
Glutaraldehyd (O=CH-CH2-CH2-CH2-CH=O) ist ein Dialdehyd, das in wa¨ssriger Lo¨sung polymeri-
siert. Es entstehen vorrangig Dimere und Trimere. Das Auftreten unterschiedlich langer Moleku¨le ist
wahrscheinlich mitverantwortlich fu¨r die gute Fixierung mit Glutaraldehyd. Zu lange Ketten ko¨nnen
jedoch nicht mehr ins Gewebe eindringen. Die Glutaraldehydpolymere besitzen neben den funktiona-
4Dieses Rezept wird in einigen Lehrbu¨chern behandelt, z.B. [135]. Die Originalvero¨ﬀentlichung von Karnovsky wird als
M. J. Karnovsky, A formaldehyde - glutaraldehyde ﬁxative of high osmolality for use in electron microscopy, J. Cell
Biol., 27: 137A-138A, 1965 zitiert, konnte jedoch nicht erhalten werden.
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Abb. 6.3: Schema der Reaktion von Os-
miumtetroxid mit Doppelbindungen. Neben
der Vernetzung wird auch eine Fa¨rbung u¨ber
Osmiumdioxid erzeugt.
len Aldehydgruppen an den Enden auch in der Mitte der Kette welche. Diese Gruppen vernetzen die
Aminogruppen verschiedener Proteine miteinander.
Nach der Hauptﬁxierung wird noch eine Nachﬁxierung durchgefu¨hrt. Bei diesem Schritt wird Osmi-
umtetroxid verwendet, das mit den Doppelbindungen von ungesa¨ttigten Lipiden und von Proteinen
reagiert. Abb. 6.3 zeigt ein Schema dieser Reaktion. Neben der Vernetzung wird als Nebenprodukt
OsO3 erzeugt, das instabil ist und in unlo¨sliches, schwarzes Osmiumdioxid und Osmiumtetroxid um-
gewandelt wird (2OsO3 → OsO2 (s) + OsO4) [135]. Neben der Vernetzung kommt es daher auch zu
einem Fa¨rben der Proben durch Osmiumdioxid.
6.1.3 Gewebefa¨rbung
Neben der Fa¨rbung mit OsO4 wird meist eine Fa¨rbung mit Uranylacetat (UO2(CH3COO)2· 2H2O)
vorgenommen. Aufgrund der hohen Ordnungszahl (Z= 92) und der daraus resultierenden starken
Elektronenstreuung ist Uran ein geeignetes Kontrastmittel. In erster Linie ﬁndet eine Bindung des
Uranylacetats an die Phosphatgruppen der Nukleinsa¨uren statt [139].
Um die fu¨r TEM Untersuchungen angefertigten, ultradu¨nnen Schnitte des Gewebes nachzukontrastie-
ren, wird Bleicitrat verwendet. Die genaue chemische Wirkungsweise dieser Fa¨rbung ist jedoch noch
unbekannt [138].
6.1.4 Calciumausfa¨llung in Gewebe mit der Antimonatmethode
Die Antimonatmethode ist eine verbreitete Methode, um Calciumionen in Gewebe auszufa¨llen und so-
mit im TEM leicht als antimonreiche (Ordnungszahl Z= 51) Pra¨zipitate sichtbar zu machen. Beschrei-
bungen der Verwendung dieser Methode wurden sowohl in a¨lteren Artikeln vor 2000 von Slocum et al.
[140] (Hamster Nierenzellen), Hales et al. [141] (Rattenfettzellen), Chaubal et al. [142, 143] (Hirse),
Northover [144] (weiße Blutko¨rperchen, Kaninchen), Bielefeld et al. [32] (Biomphalaria glabrata,
Su¨ßwasserschnecke), Kitamura et al. [145] (Kaninchenkarzinom), Cardasis et al. [146] (Seeigeleier),
Deporter [147] (Zahnschmelz), Legato et al. [148] (Hundemyocardium) und Yeh et al. [149] (Katzen-
herzmuskel), als auch in neueren Artikeln nach 2000 von Ge et al. [150] (Tabak), Hong et al. [151]
(Trespenbla¨tter), An et al. [152] (Gerstenbla¨tter) und Zhao [153] (Lilie) fu¨r verschiedene Organismen
vero¨ﬀentlicht.
Oft entha¨lt die Fixierlo¨sung neben Glutaraldehyd, Phosphatpuﬀer und Kaliumantimonat auch Tannin-
sa¨ure. Diese erfu¨llt den Zweck, das Eindringen des Antimonats in das Gewebe zu verbessern [32].
Eine Kritik an der Antimonatmethode wurde bereits 1972 von Klein et al. [154] vero¨ﬀentlicht. Darin
wurde bema¨ngelt, dass nicht nur Ca2+ - Ionen, sondern auch Mg2+ - und Na+ - Ionen u¨ber Kaliumanti-
monat ausgefa¨llt werden. Die Mengen der Ionen, die vorhanden sein mu¨ssen um eine Pra¨zipitatbildung
zu bewirken, sind jedoch sehr unterschiedlich. So mu¨ssen mindestens 10−6 M Ca2+, 10−5 M Mg2+ oder
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etwas unter 10−2 M Na+ vorhanden sein, um einen Niederschlag zu erzeugen. Andere Gruppen haben
sich diesen Umstand zunutze gemacht und die Antimonatmethode verwendet, um Magnesium- und
Natriumionen in Organismen nachzuweisen. Beispiele hierfu¨r sind die Vero¨ﬀentlichungen von Shiina
et al. [155], Torack et al. [156], Spicer et al. [157] und Simson et al. [158]. Um eine Unterscheidung
zwischen calcium-, magnesium- und natriumhaltigen Pra¨zipitaten zu machen, ist es folglich unbedingt
notwendig, eine Analyse der Ausfa¨llungen durchzufu¨hren. Diese Analyse kann eine spektroskopische
Untersuchung mit beispielsweise Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) oder energiedisper-
siver Ro¨ntgenspektroskopie (EDX) sein. EDX ist dabei die schlechtere Wahl um Calcium nachzuwei-
sen, da die Antimon- und Calciumsignale sehr dicht beieinanderliegen. Die Sb Lα - und Lβ - Linien
liegen bei 3,604 und 3,843 keV und die Ca Kα - und Kβ - Linien bei 3,693 und 4,014 keV. Und auch
ein eindeutiges EELS Signal fu¨r Calcium ist bei kleinen Pra¨zipitaten schwer zu erhalten, wie in Ab-
schnitt 6.3.2 gezeigt werden wird.
Eine oft verwendete Methode, um zu pru¨fen, ob die Antimonatpra¨zipitate Calcium enthalten, ist
die Verwendung von Ethylenglycoltetraessigsa¨ure EGTA oder Ethylendiamintetraessigsa¨ure EDTA
[140, 146, 148, 149, 150, 151, 152]. Da beide Substanzen Chelatoren sind, die Komplexe mit
Kationen, die eine Ladungszahl von mindestens +2 aufweisen, eingehen, ko¨nnen sie genutzt werden,
um Calcium- und Magnesiumatimonatpra¨zipitate aus dem Gewebe zu lo¨sen. Ungelo¨ste Pra¨zipitate
ko¨nne auf diese Weise als Natriumniederschlag identiﬁziert werden. Eine Unterscheidung von Calci-
um und Magnesium ist nach Wick et al. [159, 160] ebenfalls u¨ber die Verwendung von EDTA und
EGTA mo¨glich. Ihre Untersuchungen wurden an Proben durchgefu¨hrt, die entweder nur CaCl2 oder
nur MgSO4 enthielten und daru¨ber hinaus mit Kaliumantimonat und Kaliumphosphatpuﬀer behandelt
und anschließend dehydriert und eingebettet wurden. Die Behandlungen mit 0,2M EGTA oder 0,2M
EDTA fu¨r gleiche Zeiten zeigten, dass die Calciumantimonatpra¨zipitate eine ho¨here Lo¨slichkeit als die
Magnesium enthaltenden Niederschla¨ge aufwiesen. Somit kann eine grobe Unterscheidung zwischen
diesen beiden Pra¨zipitaten vorgenommen werden.
Neben der Antimonatmethode gibt es noch zwei weitere gebra¨uchliche Methoden zur Ausfa¨llung von
Calciumionen in Gewebe: die Natriumﬂuorid- [161] und die Ammoniumoxalatmethode [162, 163].
6.2 Material und Methoden
Die fu¨r diesen Teil verwendeten Tiere der Gattung Haliotis tuberculata wurden in einem Aquarium
gehalten. Zur Pra¨paration des Mantelepithels wurde jeweils ein Tier mit einer La¨nge von 1 - 3 cm in
eine mit Seewasser gefu¨llte Petrischale gelegt, die auf Eis gestellt wurde. Nachdem die Schnecke
reaktionstra¨ge geworden war, wurde sie zu¨gig mit einem Skalpell la¨ngs durchtrennt. Das Mantel-
epithel wurde unvermittelt mit einer Pinzettenschere in etwa 1mm× 1mm große Stu¨cke zerteilt, die
mit einer Pinzette aus dem Seewasser gehoben wurden und in Schnappdeckelgla¨schen in die jeweili-
ge Fixierlo¨sung gegeben wurden. Bei diesem Prozess muss beachtet werden, dass die Gewebestu¨cke
tatsa¨chlich nur auf der Pinzette auﬂiegen, so dass keine Materialscha¨digung durch Quetschung ent-
steht. Die Pra¨paration der verschiedenen Fixierlo¨sungen und die weiteren Pra¨parationsschritte sind
im Folgenden erla¨utert. Sofern keine Umgebungstemperatur angegeben ist, fand die Pra¨paration bei
Raumtemperatur (d.h. ∼23◦C) statt.
6.2.1 Konventionelle Gewebeeinbettung
Die in diesem Abschnitt beschriebene Gewebepra¨paration wird an dieser Stelle als konventionell be-
zeichnet, da die pra¨parierten Proben eine Betrachtung der Gewebestruktur im TEM erlauben, aber
daru¨ber hinausgehende Untersuchungen, wie z.B. die Lokalisation von Calcium, nicht mo¨glich sind.
Bei der konventionellen Pra¨paration wurden die Stu¨cke des Mantelepithels zuna¨chst fu¨r eine Stunde
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in eine Fixierlo¨sung gegeben. Diese bestand aus den folgenden Komponenten:
• 2,25ml entionisiertes Wasser
• 1,5ml Glutaraldehyd 25%→ 2,5%
• 3,75ml Paraformaldehyd 8%→ 2%
• 7,5ml Natriumcacodylatpuﬀer 0,2M→ 0,1M
• 262mg Meersalz
• pH 7,7 mit 0,1M NaOH einstellen
Der Natriumcacodylatpuﬀer setzte sich aus 25ml 0,2M Cacodylsa¨ure Natriumsalz Trihydrat und
1,8ml 0,2N HCl zusammen.
Nach der Fixierung wurden die Probenstu¨cke 3 - 4 mal fu¨r jeweils 5 - 10min in 0,1M Natriumca-
codylatpuﬀer gewaschen. Dabei wurden mit Pipetten die Lo¨sungen in den Schnappdeckelgla¨schen
gewechselt. Die Proben selbst wurden nicht beru¨hrt, um Scha¨digungen zu vermeiden.
Nach dem Waschvorgang erfolgte fu¨r 1 - 2 Stunden eine Nachﬁxierung mit:
• Osmiumtetroxid 4%→ 2%
• Kaliumhexacyanoferrat(III) (K3[Fe(CN)6]) 1,6%→ 0,8%
• beide Lo¨sungen 1:1 gemischt
Nach diesem Schritt wurden die Proben u¨ber eine ansteigende Alkoholreihe entwa¨ssert. Dazu wurden
nacheinander 30%, 50%, 70% und 90% Ethanol fu¨r jeweils 2 - 3min auf die Proben gegeben.
Zur Kontrastierung erfolgte fu¨r mindestens 30min bei 37◦C eine Behandlung mit 2%iger Uranylace-
tatlo¨sung (in Ethanol).
Zur vollsta¨ndigen Entwa¨sserung wurde anschließend 2 - 3 mal 100% Ethanol fu¨r jeweils 30min auf
die Gewebestu¨cke gegeben. Darauf folgte 2 mal fu¨r 5 - 10min die Behandlung mit Propylenoxid. Dies
hatte eine vollsta¨ndige Entfernung des Ethanols zur Folge. Zudem besitzt Propylenoxid eine sehr ge-
ringe Viskosita¨t und kann somit gut in die Proben eindringen. Abschließend wurde das Propylenoxid
langsam durch Einbettharz ersetzt. Die Verwendung des Propylenoxids bewirkt an dieser Stelle ein
gutes Eindringen des Einbettmediums in die Proben.
• 2:1 Propylenoxid : Einbettharz (15min)
• 1:1 Propylenoxid : Einbettharz (30min)
• 1:2 Propylenoxid : Einbettharz (30min bei 37◦C)
• pures Einbettharz (u¨ber Nacht)
Am folgenden Morgen wurden die Proben mit einem abgeﬂachten Zahnstocher aus den Schnapp-
deckelgla¨schen gehoben und in Ausbettformen in frisches Einbettharz gelegt. Die Ausha¨rtung des
Harzes fand bei 60◦C statt.
Das verwendete Einbettharz setzte sich wie folgt zusammen:
• Stammlo¨sung I
– 155 g Epon 812
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– 250 g Dodencenylbernsteinsa¨ureanhydrid DDSA
• Stammlo¨sung II
– 200 g Epon 812
– 178 g Methylnadicanhydrid MNA
Zur Erzeugung einer Gebrauchslo¨sung wurden 6 Teile der Stammlo¨sung I und 4 Teile der
Stammlo¨sung II fu¨r etwa 30min gut gemischt. Anschließend wurden 1,5% Tris(dimethyl -
aminomethyl)phenol als Beschleuniger hinzugegeben. Nach einem erneuten guten Mischen wurde
das Einbettharz im Ku¨hlschrank gelagert und innerhalb von 24 Stunden verbraucht.
6.2.2 Gewebeeinbettung unter Verwendung von Kaliumantimonat
Um eine Ausfa¨llung des Calciums im Gewebe zu erreichen, wurde eine Pra¨paration unter Verwendung
von Kaliumantimonat KSb(OH)6 durchgefu¨hrt. Die Fixierlo¨sung setzte sich in diesem Fall folgender-
maßen zusammen:
• 11,5ml Phosphatpuﬀer 0,2M + Kaliumantimonat 2%→ 0,153M; 1,53%
• 3ml Glutaraldehyd 25%→ 5%
• 0,5ml Tanninsa¨ure 3%→ 0,1%
Die Stu¨cke des Mantelepithels wurden fu¨r eine Stunde in diese Lo¨sung gegeben.
Der 0,2M Phosphatpuﬀer wurde aus 60ml entionisiertem Wasser, 0,327 g KH2PO4 und 1,643 g
K2HPO4 angesetzt.
Um das prinzipiell schwer lo¨sliche Kaliumantimonat in Phosphatpuﬀer zu lo¨sen, wurden 0,8 g Kali-
umantimonat, 40ml Phosphatpuﬀer und ein Magnetru¨hrsta¨bchen in einen Glasmesskolben gegeben,
der mit einem Glasstopfen verschlossen wurde. Der Messkolben wurde in ein Wasserbad gestellt und
unter Ru¨hren mittels eines Magnetru¨hrers u¨ber Nacht auf 80◦C erhitzt. Am folgenden Morgen wurde
die Lo¨sung auf Eis geku¨hlt und mit einem 0,2 μm Filter ﬁltriert. Der pH Wert wurde auf 7,7 eingestellt.
Die Gewebestu¨cke wurden nach dem Fixieren 2 - 3 mal fu¨r jeweils 5 - 10min gewaschen. Als
Waschlo¨sung wurde verwendet:
• 15ml Phosphatpuﬀer 0,2M + Kaliumantimonat 2%→ 0,1M; 1%
• 15ml entionisiertes Wasser
Die Nachﬁxierung erfolgte fu¨r 1 Stunde mit:
• 4ml Phosphatpuﬀer 0,2M + Kaliumantimonat 2%→ 0,1M; 1%
• 2ml entionisiertes Wasser
• 2ml Osmiumtetroxid 4%→ 1%
Zum anschließenden Waschen wurde 2 mal fu¨r 5 - 10min 0,05M Phosphatpuﬀer verwendet.
Die Entwa¨sserung u¨ber eine ansteigende Alkoholreihe und die weitere Behandlung erfolgte wie in
dem vorhergehenden Abschnitt 6.2.1 beschrieben.
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6.2.3 Einbettung von Referenzproben
Fu¨r die Referenzproben wurden anstelle des Gewebes Gelatinestu¨cke verwendet. Zur Pra¨paration der
Gelatinestu¨cke wurden 9% Gelatine in entionisiertem Wasser angesetzt und 5min quellen gelassen.
Die Lo¨sung wurde fu¨r 5min auf 55◦C erwa¨rmt und anschließend im Ku¨hlschrank in einer Petrischale
ausgeha¨rtet und gelagert. Mit einem Skalpell wurden etwa 1×1×1mm3 große Gelatinestu¨cke zurecht-
geschnitten und analog zu der in Abschnitt 6.2.2 beschriebenen Prozedur ﬁxiert und eingebettet.
6.2.4 Pra¨paration mittels Ultramikrotom
Von den eingebetteten Proben wurde zuna¨chst u¨berschu¨ssiges Einbettharz mit einer Rasierklinge ent-
fernt und die Schnittﬂa¨che der Probe mo¨glichst klein und gleichma¨ßig zurechtgeschnitten (Trimmen).
Anschließend wurden in einem Ultramikrotom Ultradu¨nnschnitte des Mantelepithels und der Refe-
renzproben erzeugt. Die eingestellte Schnittdicke war 50 nm und die Schneidegeschwindigkeit lag bei
0,4mm/s. Zum Schneiden wurde ein Diamentmesser mit einem Klingenwinkel von 30◦ verwendet.
An dem Messer war ein Trog angebracht, der entionisiertes Wasser enthielt, auf dem die erzeugten
Ultradu¨nnschnitte aufschwammen. Die Schnitte wurden mit einem TEM -Kupfernetzchen, das mit ei-
nem lo¨chrigen Kohlenstoﬀﬁlm u¨berzogen war, aus dem Trog gehoben. Der Kohlenstoﬀﬁlm stabilisiert
die Schnitte. Die Lo¨cher in dem Film ermo¨glichen in diesen Bereichen eine Untersuchung der Schnitte
ohne ein sto¨rendes Signal des Kohlenstoﬀﬁlms.
Die Schnitte wurden so angefertigt, dass im TEM Querschnitte der Mantelepithels beobachtet wurden.
6.2.5 Nachkontrastierung der Ultradu¨nnschnitte
Die Proben wurden wa¨hrend des Einbettens bereits mit Osmiumtetroxid (fa¨rbende und ﬁxierende Wir-
kung) und Uranylacetat kontrastiert. Um im TEM aber einen ausreichenden Kontrast in organischen
Proben zu erhalten, ist eine weitere Nachkontrastierung der Schnitte mit Bleicitrat no¨tig. Dazu wur-
den in eine Plastikpetrischale ein Stu¨ck Paraﬁlm sowie drei Natriumhydroxidpla¨ttchen gelegt, die die
Luftfeuchtigkeit aufnehmen sollten. Auf den Paraﬁlm wurde pro TEM -Kupfernetzchen ein Tropfen
0,3%iges Bleicitrat, das zuvor abzentrifugiert wurde, gegeben. Die Netzchen wurden mit den Schnit-
ten nach unten jeweils fu¨r 1min auf die Tropfen gelegt und anschließend gru¨ndlich nacheinander in
drei Bechergla¨sern mit entionisiertem Wasser geschwenkt.
Die Nachkontrastierung der konventionell pra¨parierten Proben erfolgte mit Bleicitrat, das nach Vena-
ble und Coggshall [164] gemischt wurde. Die mit Kaliumantimonat pra¨parierten Proben wurden mit
Bleicitrat nach Reynolds [165] nachkontrastiert. Die Referenzproben beno¨tigten keine Nachkontras-
tierung.
6.2.6 Nachbehandlung der mit Kaliumantimonat pra¨parierten Schnitte mit EDTA
Um die calciumhaltigen Antimonatpra¨zipitate aus den Schnitten zu entfernen, wurden die TEM -
Kupfernetzchen mit den Schnitten nach unten fu¨r 30min auf jeweils einen Tropfen 100mM EDTA
(mit 0,02% Natriumazid) gelegt und anschließend gru¨ndlich in entionisiertem Wasser geschwenkt.
6.2.7 Untersuchungen mittels TEM
Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung der Gewebeproben wurden das TEM EM10 (Standort:
Universita¨t Ulm) und das TEM TITAN 80/300 verwendet. Die Einstellungen des TEM TITAN 80/300
sowie die Aufnahmemedien entsprechen den in Abschnitt 4.2.6 beschriebenen. Zudem wurden Elek-
tronenenergieverlustspektren (EELS) mit einem Gatan Imaging Filter (GIF) aufgenommen.
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Das EM10 wurde lediglich fu¨r die in Abb. 6.4 gezeigten TEM Aufnahmen verwendet und mit ei-
ner Beschleunigungsspannung von 100 kV betrieben. Zur Aufnahme der Bilder wurde ein Fotoﬁlm
benutzt.
6.3 Ergebnisse
6.3.1 Konventionell pra¨parierte Gewebeproben
Die konventionelle Gewebepra¨paration erlaubt eine Untersuchung des Aufbaus der Mantelepithel-
zellen von Haliotis tuberculata. Abb. 6.4 (a) und (b) zeigen TEM Aufnahmen dieser Proben. An
der Außenseite der Zellen beﬁnden sich zahlreiche, etwa 2,5 μm lange Mikrovilli (MV), die eine
Vergro¨ßerung der Zelloberﬂa¨che bewirken und somit zu einem verbesserten Stoﬀaustausch zwischen
Zellen und extrapallialer Flu¨ssigkeit fu¨hren. Neben den Mikrovilli beﬁnden sich an den Zellaußensei-
ten Cilien (C), die bewegliche Zellfortsa¨tze mit einer La¨nge von einigen Mikrometern sind. Aufgebaut
sind Cilien aus Mikrotubuli5, die nach dem 9×2+2 Muster, das sich aus zwei voneinander getrennten
Zentraltubuli in der Mitte der Cilie und den umgebenden neun Doppeltubuli ergibt, angeordnet sind.
Diese Struktur ist gut im Querschnitt einer Cilie in der in Abb. 6.4 (a) eingefu¨gten, vergro¨ßerten TEM
Aufnahme zu erkennen.
Innerhalb der Zelle ist besonders der Nukleus gut erhalten. Aber auch Organellen wie Mitochondrien
(M) ko¨nnen identiﬁziert werden. In der Na¨he des Nukleus beﬁndet sich zudem eine Struktur, bei
der es sich entweder um das endoplasmatische Retikulum oder den Golgi - Apparat handelt. Beide
Organellen weisen eine a¨hnliche Form auf und sind in TEM Proben schwer zu unterscheiden.
Abb. 6.4: (a) und (b) TEM Aufnahmen des Mantelepithels von Haliotis tuberculata. Die in (a) eingefu¨gte, ver-
gro¨ßerte TEM Aufnahme zeigt den Querschnitt einer Cilie. Die Pfeile in (a) markieren Risse, die Pfeilko¨pfe
weisen auf Faltungen der Schnitte. MV: Mikrovilli, M: Mitochondrium, C: Cilien, N: Nukleus, ER: endoplas-
matisches Retikulum.
5ro¨hrenfo¨rmige Proteinﬁlamente.
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Aufgrund der Na¨he zum Nukleus ist es jedoch wahrscheinlich, dass es sich um das endoplas-
matische Retikulum handelt.
In beiden TEM Aufnahmen sind außerdem deutliche Pra¨parationsartefakte zu erkennen. Neben Rissen
in den ultradu¨nnen Schnitten (Pfeile, (a)) treten auch einige Faltungen (Pfeilko¨pfe) der Schnitte auf.
6.3.2 Mit Kaliumantimonat pra¨parierte Gewebeproben
Da die konventionell pra¨parierten Proben keine Untersuchung der Verteilung des Calciums in den
Epithelzellen erlauben, wurden Gewebeproben mit Kaliumantimonat behandelt und das Calcium aus-
gefa¨llt. Aufgrund des schweren Antimons (Z= 51) waren die Calciumantimonatpra¨zipitate besonders
im rastertransmissionselektronenmikroskopischen (STEM) Modus gut sichtbar. Abb. 6.5 (a) zeigt eine
U¨bersichtsaufnahme des Mantelepithels von Haliotis tuberculata. Am Rand der Zellen sind erneut
gut die Mikrovilli zu erkennen und auch ein Nukleus kann eindeutig identiﬁziert werden. Insgesamt
ist die Erhaltung der Zellorganellen jedoch schlechter als im Falle der konventionellen Pra¨paration.
Abgesehen vom Nukleus, der in der Regel gut erhalten bleibt, ko¨nnen keine weiteren Organellen klar
zugeordnet werden.
Eine na¨here Betrachtung der Probe bei einer ho¨heren Vergro¨ßerung (Abb. 6.5 (b)) zeigt, dass sich
sowohl in als auch zwischen den Mikrovilli zahlreiche Pra¨zipitate mit Durchmessern zwischen 10 und
50 nm beﬁnden. In den Epithelzellen selbst beﬁnden sich eher wenige gro¨ßere Pra¨zipitate. Dies ist
in der STEM Aufnahme in Abb. 6.6 zu erkennen. Neben dem Nukleus beﬁnden sich zwei besonders
große Calciumantimonatpra¨zipitate, die jeweils einen Durchmesser von etwa 200 nm aufweisen.
Abgesehen von diesen beiden Pra¨zipitaten liegen zudem im Bereich des Cytosols einige 25 - 120 nm
große Pra¨zipitate. Aufgrund der schlechten Strukturerhaltung des eingebetteten Gewebes konnte kein
bevorzugtes Auftreten der Pra¨zipitate in bestimmten Organellen, wie zum Beispiel Vesikeln, beob-
achtet werden. Des Weiteren kann anhand der TEM und STEM Aufnahmen noch nicht nachgewiesen
werden, dass die Pra¨zipitate tatsa¨chlich Calcium enthalten und nicht Magnesium oder Natrium.
Aus diesem Grund wurden an den Pra¨zipitaten im STEM Modus EELS Spektren aufgenommen.
In Abb. 6.5 sind neben der STEM Aufnahme auch EELS Spektren abgebildet. Spektrum 1 wurde
Abb. 6.5: STEM Aufnahmen des Mantelepithels von Haliotis tuberculata. (a) U¨bersichtsaufnahme. Die Epi-
thelzellen sind mit Mikrovilli (MV) gesa¨umt. Mit ”N“ ist ein Nukleus bezeichnet. (b) Vergro¨ßerung des in (a)
markierten Bereichs. Im Bereich der Mikrovilli (MV) beﬁnden sich zahlreiche Antimonatpra¨zipitate, die einen
hellen Kontrast aufweisen. Die Pra¨zipitate beﬁnden sich sowohl in als auch zwischen den Mikrovilli.
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Abb. 6.6: STEM Aufnahme des Mantelepithels von Haliotis tuberculata. Rechts neben dem Nukleus beﬁn-
den sich zwei aneinanderliegende Antimonatpra¨zipitate. Das EELS Spektrum 1 wurde an diesen Pra¨zipitaten
aufgenommen und zeigt die Kohlenstoﬀ K - und die Calcium L -Kante. Das an dem Referenzbereich 2 aufge-
nommene EELS Spektrum zeigt hingegen nur ein Kohlenstoﬀsignal.
an den beiden gro¨ßten, am Nukleus liegenden Pra¨zipitaten aufgenommen. Dieses Spektrum zeigt
neben einer Kohlenstoﬀ K -Kante auch eine Calcium L -Kante. Das Spektrum 2 hingegen, das
an einem Referenzbereich, der keinerlei Pra¨zipitate enthielt, aufgenommen wurde, zeigt lediglich
ein Kohlenstoﬀsignal. Die gro¨ßeren Pra¨zipitate konnten also als Calciumantimonatpra¨zipitate6
identiﬁziert werden. In kleineren Pra¨zipitaten konnte u¨ber EELS Messungen jedoch kein Calcium
detektiert werden. Da das Calciumsignal bereits in Spektrum 1 gering ist, ist es mo¨glich, dass die
kleineren Pra¨zipitate zwar Calcium enthalten, diese Mengen aber so gering sind, dass sie u¨ber EELS
nicht mehr gut nachweisbar sind. Zudem erlauben die Proben aufgrund von Strahlscha¨digung keine
zu langen Aufnahmezeiten der EELS Spektren, die eventuell das Calciumsignal verbessern ko¨nnten.
6.3.3 EDTA behandelte Proben
Um also zu untersuchen, ob tatsa¨chlich alle Pra¨zipitate Calcium enthalten, wurde Ethylendiamin-
tetraessigsa¨ure (EDTA) verwendet, das die calciumhaltigen Pra¨zipitate auﬂo¨st. Der Vergleich einer
Mantelepithelprobe vor und nach der Behandlung mit 100mM EDTA ist in Abb. 6.7 dargestellt. In
der STEM Aufnahme (a) vor der Behandlung sind zahlreiche Pra¨zipitate in der Probe zu erkennen.
Der Ausschnitt zeigt nicht nur die Zellen des Epithels (in der Abbildung unten), sondern auch einen
Teil des Bindegewebes. Die beiden Pfeile markieren Bereiche, die Pra¨zipitate enthalten. Vergleicht
man diese Abbildung der Probe mit dem Bildteil (b), der die gleiche Probenstelle nach der EDTA -
Behandlung zeigt, so wird deutlich, dass sich nahezu alle Pra¨zipitate aufgelo¨st haben. Die Pfeile mar-
kieren die gleichen Probenbereiche wie in (a) und verdeutlichen noch einmal, dass diese Bereiche
nun keine Pra¨zipitate mehr enthalten. Diese Behandlung der Probe zeigte somit, dass auch die kleine-
ren Pra¨zipitate tatsa¨chlich Calcium enthalten. Diese Aussage triﬀt natu¨rlich nur auf die untersuchten
Probenbereiche zu.
6Die Antimon M -Kante liegt im EELS Spektrum bei 528 eV und tritt daher in den gezeigten Spektren nicht auf. In EDX
Spektren konnte Antimon jedoch eindeutig nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 6.7: STEM Aufnahmen des gleichen Probenbereichs im Mantelepithel von Haliotis tuberculata. (a) Vor
der Behandlung mit 100mM EDTA. (b) Nach der Behandlung mit 100mM EDTA. Der gelbe bzw. weiße Pfeil
markiert jeweils die gleiche Stelle, an der sich in (a) einige Antimonatpra¨zipitate beﬁnden, die durch die EDTA -
Behandlung (b) aufgelo¨st wurden.
6.3.4 Referenzproben
Eine Fragestellung, die unbedingt beachtet werden muss, ist die, ob sich das Calcium tatsa¨chlich
urspru¨nglich in den Epithelzellen befand oder ob es eventuell durch die Pra¨paration in die Zelle ge-
langt sein ko¨nnte. Um dies zu pru¨fen wurden Referenzproben aus Gelatine untersucht, die, wie in
Abschnitt 6.2.3 beschrieben, pra¨pariert wurden und denen keinerlei Calcium-, Magnesium- oder Na-
triumionen extra zugesetzt wurden. Bei Abwesenheit dieser Ionen ist zu erwarten, dass sich keine
antimonhaltigen Pra¨zipitate bilden. In der STEM Aufnahme einer Gelatineprobe in Abb. 6.8 sind je-
doch einige bis zu 500 nm große Pra¨zipitate zu erkennen.
Dies bedeutet, dass die Probe nicht frei von Ionen ist, die mit dem Kaliumantimonat reagieren und
Abb. 6.8: STEM Aufnahme von mit
Kaliumantimonat behandelter Gelati-
ne. Obwohl die Gelatine weder Cal-
cium, Magnesium noch Natrium ent-
halten sollte, sind Pra¨zipitate zu er-
kennen. Die lo¨chrige, den gesam-
ten Bildausschnitt u¨berziehende Struk-
tur stammt vom Kohlenstoﬀﬁlm des
TEM -Netzchens.
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Pra¨zipitate bilden. Die Quelle dieser Ionen liegt in den verwendeten Chemikalien und Lo¨sungen. Da
fu¨r die Pra¨paration die gleichen Chemikalien verwendet wurden wie fu¨r die Pra¨paration des Mantel-
epithels, ist es sehr wahrscheinlich, dass auch die im Mantelepithel beobachteten Pra¨zipitate zu einem
großen Teil nur Artefakte der Pra¨paration sind und nicht durch in den Zellen vorkommendes Calcium
erzeugt wurden.
6.4 Diskussion
Die Untersuchung der Referenzproben zeigte deutlich, dass die Kaliumantimonatmethode nicht ge-
eignet ist, um die Calciumverteilung in den Zellen zu bestimmen. Ebenso ungeeignet sind andere
Ausfa¨llungsmethoden wie die Ammoniumoxalat- und die Natriumﬂuoridmethode, da auch in diesen
Fa¨llen Lo¨sungen und Chemikalien verwendet werden, die Verunreinigungen durch Calcium aufwei-
sen ko¨nnen. Bereits in bidestilliertem Wasser ko¨nnen Calciumkonzentrationen von 1 μM vorliegen.
Durch die Verwendung von Salzen und Puﬀern kann dieser Wert dann noch weiter ansteigen. Das
in den Versuchen verwendete KH2PO4 trug zwar die Bezeichnung ”purum p.A.“ (pro analysis), wies
aber lediglich eine Reinheit von > 99,0% auf. Der Calciumanteil in diesem Salz betrug < 0,005%. Dies
entspricht in dem verwendeten Phosphatpuﬀer einer Calciumkonzentration von 6,8 μM (Berechnung
siehe AnhangA.12). Da Calciumionen in Zellen jedoch meist nur in sehr geringen Konzentrationen
im Bereich von 100 nM vorkommt, handelt es sich bei dem Hauptteil des in den Zellen vorkommen-
den Calciums tatsa¨chlich um artiﬁzielles Calcium, das durch die Pra¨paration in die Zellen gelangt ist.
Allerdings bezieht sich der genannte Wert auf Zellen, die nicht wie das Mantelepithel von Haliotis
tuberculata eine wichtige Rolle im Schalenwachstum spielen. Es ist daher durchaus wahrscheinlich,
dass in den untersuchten Epithelzellen ein weitaus ho¨herer Calciumanteil vorliegt. Dennoch bleibt die
Calciumkonzentration in den verwendeten Lo¨sungen im Vergleich sehr hoch und liegt in einem Be-
reich, der eine Untersuchung der Proben hinsichtlich der Calciumverteilung unmo¨glich macht. Eine
weitere Quelle artiﬁziellen, intrazellula¨ren Calciums ist zudem der Extrazellularraum, aus dem nach
dem Tod des Tieres Calcium in die Zellen und die Puﬀerlo¨sungen diﬀundieren kann.
Es gibt im Wesentlichen zwei Ansa¨tze, die die Calciumdetektion in Zellen erlauben, ohne Artefakte
zu erzeugen.
• Calciumsensitive Fluoreszenzfarbstoﬀe ko¨nnen verwendet werden, um freies Calcium zu mes-
sen [166]. Da es bei dem Mantelepithelgewebe von Meeresschnecken nicht umsetzbar ist, dieses
im lebenden Zustand mit einem Fluoreszenzfarbstoﬀ zu markieren und zu untersuchen, muss ein
Teil des Gewebes entfernt werden. Eine Fixierung des Gewebes, um den Zersetzungsprozess zu
stoppen, ist nicht mo¨glich, da auf diese Weise wieder Calciumverschmutzungen in die Probe ge-
langen ko¨nnten. Aus dem gleichen Grund kann auch keine Einbettung vorgenommen werden.
Eine Mo¨glichkeit, das Gewebe vor der Zersetzung zu schu¨tzen und es zudem fu¨r ﬂuoreszenzmi-
kroskopische Untersuchungen pra¨parieren zu ko¨nnen, besteht darin, die Proben schockzugefrie-
ren und mit einem Kryoultramikrotom Du¨nnschnitte der Probe zu erzeugen. Diese Du¨nnschnitte
ko¨nnen anschließend mit einem Fluoreszenzfarbstoﬀ, der Calciumionen anfa¨rbt, behandelt wer-
den. Der Nachteil dieser Methode ist, dass die Auﬂo¨sung nur im Bereich der Lichtwellenla¨nge
liegt und daher nur Gebiete in den Zellen mit unterschiedlichen Calciumkonzentrationen unter-
schieden werden ko¨nnen, eine genauere Bestimmung der Position des Calciums in bestimmten
Organellen jedoch schwieriger wird. Der Vorteil ist, das die Calciumverteilung u¨ber einen relativ
großen Bereich betrachtet werden kann.
• Untersuchungen im TEM ko¨nnen eine weitaus bessere Auﬂo¨sung bieten. Fu¨r derartige Untersu-
chungen ko¨nnen die Gewebestu¨cke ebenfalls schockgefroren und mit einem Kryoultramikrotom
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geschnitten werden. Die Ultradu¨nnschnitte werden anschließend gefriergetrocknet und Calcium
kann dann im TEM u¨ber EDX nachgewiesen werden. Trivial ist dies jedoch aufgrund der meist
geringen Calciumkonzentration nicht. Zusa¨tzlich u¨berlagern sich das Calcium Kα2 (3,686 keV)
und das Kalium Kβ1 (3,591 keV) Signal. Die Kaliumkonzentration in Zellen liegt weit u¨ber der
von Calcium. Das Calcium - Signal ist daher erst nach einer Entfaltung der Signale erkennbar
[167, 168].
Die Schwierigkeit beider Methoden ist, die Zellen in einem physiologischen Zustand einzufrieren
und keine Bescha¨digung der Zellen wa¨hrend des Einfrierens zu erzeugen. Diese Scha¨digung kann
zum Beispiel durch die Bildung kleiner Eiskristalle geschehen. Eine hohe Auﬂo¨sung ist mit den
derartig pra¨parierten Proben daher nur schwer zu erreichen. Einfacher kann es sein, statt des
Schockgefrierens der Proben das Hochdruckgefrieren7 (HPF) zu verwenden. Bei diesem Verfahren
werden keine Eiskristallartefakte erzeugt [169], was eine verbesserte Auﬂo¨sung der Probenstruktur
im TEM zur Folge hat. Die Tatsache, dass keine Eiskristallbildung stattﬁndet, beruht darauf, dass
beim HPF die Probe sehr schnell abgeku¨hlt wird. Bei diesem schnellen Abku¨hlen kommt es zu einer
Vitriﬁzierung des Wassers [170]. Dies bedeutet, dass es beim Frieren amorph und nicht kristallin
wird. Der hohe Druck verringert die Ausdehnung des Wassers bei Gefrieren und verhindert folglich
die Kristallbildung. Dies zeigt sich in einer Erniedrigung des Schmelzpunktes bei einem erho¨hten
Druck und einer Reduzierung der Nukleationsrate und des Eiskristallwachstums. Die Abku¨hlrate, die
fu¨r Vitriﬁkation notwendig ist, kann durch einen hohen Druck somit reduziert werden [170]. In diesen
Proben kann ebenso wie bei schockgefrorenen Proben u¨ber EDX Messungen Calcium nachgewiesen
werden. Die oben beschriebenen Schwierigkeiten in der Calciumdetektion sind dabei dieselben.
Die Untersuchungen des Mantelepithels von Haliotis tuberculata haben klar verdeutlicht, dass kryo-
technische Methoden in der Probenpra¨paration von Gewebe fu¨r insbesondere TEM Untersuchungen
kaum zu umgehen sind, wenn eine gute strukturelle Erhaltung der Proben gewu¨nscht ist und mo¨glichst
wenige Artefakte auftreten du¨rfen.
7Im Englischen: high pressure freezing (HPF).
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Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Wachstumsprozesse in Perlmutt na¨her zu verstehen.
Um dieses Ziel zu erreichen, wurden drei Ansa¨tze verfolgt:
1. Mit Hilfe einer Kristallisationskammer wurde der Einﬂuss der unlo¨slichen und der lo¨slichen
Matrix auf das Wachstum von Calciumcarbonatkristallen untersucht (Kapitel 4).
2. Untersuchungen einer zentralen Struktur in den Aragonitpla¨ttchen des Perlmutts sollte erwei-
terten Aufschluss u¨ber die Struktur des Biominerals und eventuell auch u¨ber die Nukleationpro-
zesse liefern (Kapitel 5).
3. Die Detektion von Calciumionen im Mantelepithel sollte Informationen u¨ber die Wege und die
Art des Calciumtransports in diesen Zellen liefern (Kapitel 6).
Die interessantesten Ergebnisse ergaben sich aus den unter Punkt 1 genannten Experimenten. Bei
diesen Experimenten wurde zuna¨chst das Wachstum von CaCO3 -Kristallen auf der unlo¨slichen
Matrix der Meeresschnecke Haliotis laevigata untersucht. Im Rasterelektronenmikroskop (SEM)
konnten Calcit- ebenso wie Vateritkristalle mit ihren typischen Morphologien beobachtet werden.
Neben diesen Kristallen bildeten sich aber auch ﬂache Kristalle, die bereits zuvor von Heinemann
[55] dokumentiert wurden.
Das Wachstum sowohl der ﬂachen Kristalle als auch der u¨brigen CaCO3 -Kristalle konnte durch eine
Zugabe von 1 μg/ml lo¨slicher Matrix vollsta¨ndig inhibiert werden. Die Hinzugabe einer geringeren
Konzentration der lo¨slichen Matrix von 0,02 μg/ml bewirkte hingegen eine leichte Steigerung des
Wachstum der ﬂachen Kristalle1.
Im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) konnten mittels Elektronenbeugung einige der ﬂachen
Kristalle als Aragonit identiﬁziert werden.
Interessanterweise konnte außerdem im TEM beobachtet werden, dass die ﬂachen Kristalle im
Wesentlichen zwei unterschiedliche Strukturen aufwiesen: eine ”blockartige“ Struktur und eine
geschichtete Struktur. Die geschichtete Struktur kam dabei durch ein Wachstum des Aragonits
zwischen die Schichten der interlamellaren Matrix zustande und wies auf diese Weise eine gewisse
A¨hnlichkeit zu natu¨rlich gewachsenem Perlmutt auf.
Die Bildung derartiger ﬂacher Aragonitkristalle auf der unlo¨slichen Matrix, jedoch nicht auf anderen
Substraten [55], legt nahe, dass die Struktur der unlo¨slichen Matrix sowie die darin enthaltenen
Proteine einen große Einﬂuss auf die CaCO3 -Kristallbildung ausu¨ben.
Zudem zeigt die Zugabe verschiedener Konzentrationen der lo¨slichen Matrix, dass auch die darin
enthaltenen Proteine einen starken Einﬂuss auf das Kristallwachstum haben und dieses sogar nahezu
vollsta¨ndig inhibieren ko¨nnen.
Die genauen Funktionsweisen der Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Kristall sind jedoch
zum jetzigen Zeitpunkt nicht verstanden.
Eine interessante Variante des Versuchs wa¨re eine CaCO3 -Kristallisation auf der unlo¨slichen Matrix
in Anwesenheit nur eines Proteins der lo¨slichen Matrix, z.B. Perlucin. Auf diese Weise ko¨nnte
1Auftreten des Wachstums ﬂacher Kristalle in 30% der durchgefu¨hrten Versuche unter Zugabe von 0,02 μg/ml lo¨slicher
Matrix im Vergleich zu 25% bei Versuchen ohne Zugabe der lo¨slichen Matrix.
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untersucht werden, ob ein besonders markanter Einﬂuss dieses Proteins auf das Kristallwachstum
beobachtet werden kann. Das Problem besteht allerdings darin, dass zum Teil große Mengen (im
Bereich mehrerer Milliliter pro Versuch) des jeweiligen Proteins erforderlich wa¨ren, um die Versuche
ausreichend oft wiederholen zu ko¨nnen. Derartig große Mengen sind jedoch nicht einfach zu
pra¨parieren.
Die unter Punkt 2 genannten Untersuchungen wurden am Perlmutt der Meeresschnecken Haliotis
laevigata und Haliotis tuberculata mittels SEM, TEM und energiedispersiver Ro¨ntgenspektroskopie
(EDX) vorgenommen. Anhand der Untersuchungen kann das Vorkommen organischen Materials
innerhalb dieser Strukturen, so wie es von Nakahara [60] und Checa et al. [38] behauptet wurde,
ausgeschlossen werden. Stattdessen sprechen die Ergebnisse dafu¨r, dass es sich bei den zentralen
Strukturen in den Aragonitpla¨ttchen lediglich um Vertiefungen bzw. Wo¨lbungen der Pla¨ttchen
handelt, wie es bereits von Scha¨ﬀer et al. [37] beschrieben wurde. Diese Struktur ist u¨ber dem Bereich
der interlamellaren Matrix positioniert, der von Bezares et al. [30] und Nudelman et al. [29] als der
Ort identiﬁziert wurde, an dem wahrscheinlich die Nukleation von Aragonit stattﬁndet. Man kann also
davon ausgehen, dass die zentrale Struktur in den Pla¨ttchen den Entstehungsort der Aragonitpla¨ttchen
darstellt.
Um weiteren Einblick in die Nukleationsprozesse zu erhalten, wa¨re es interessant, Perlmuttproben
mit proteinspeziﬁschen Antiko¨rpern zu behandelt, um zu untersuchen, wo sich bestimmte Proteine
auf dem Perlmutt bzw. auf der organischen Matrix beﬁnden. Erste Versuche dazu wurden bereits in
Zusammenarbeit mit Tanja Dodenhof (Universita¨t Bremen) begonnen. Bei diesen Versuchen wurde
Perlmutt mit einem Perlucinantiko¨rper und anschließend mit einem goldkonjugierten sekunda¨ren
Antiko¨rper behandelt. Auf diese Weise kann in einem SEM im Ru¨ckstreuelektronenmodus das Gold
detektiert werden und die Position des Perlucins auf den Aragonitpla¨ttchen bzw. der organischen
Matrix bestimmt werden.
Der letzte Teil der Arbeit, der unter Punkt 3 aufgefu¨hrt ist, hatte das Ziel, den Calciumtransport in
dem Mantelepithel der Meeresschnecke Haliotis tuberculata zu untersuchen. Leider konnte anhand
der durchgefu¨hrten Experimente dieses Ziel nicht erreicht werden. Grund dafu¨r sind die verwendeten
Pra¨parationsmethoden des Gewebes fu¨r TEM Untersuchungen. Bei diesen eher herko¨mmlichen
Fixier- und Einbettugsprozessen ist eine Verschmutzung der Proben durch Calcium kaum zu vermei-
den. Dies macht eine Detektion des meist geringen Calciumanteils in den Zellen unmo¨glich.
Um eine derartige Verschmutzung zu vermeiden, muss die herko¨mmliche Pra¨paration durch Kryome-
thoden ersetzt werden, wie in Abschnitt 6.4 bereits beschrieben wurde. Zu diesen Methoden geho¨rt
beispielsweise das Schockgefrieren oder Hochdruckgefrieren der Proben und eine Verarbeitung im
Kryoultramikrotom. Ein spezielles Equipment ist fu¨r diese Methoden jedoch erforderlich.
Abschließend la¨sst sich sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Versuche und da-
bei insbesondere die in Kapitel 4 vorgestellten Versuche das Versta¨ndnis der in der Biomineralisation
ablaufenden Prozesse und der Wechselwirkungen zwischen Mineral und organischen Komponenten
erweitert haben. Betrachtet man die zahlreichen Arbeiten, die in den vielen Gruppen weltweit, die sich
mit dem Thema Biomineralisation bzw. im Speziellen mit Perlmutt auseinandersetzen, durchgefu¨hrt
wurden, und die Fortschritte, die durch diese Arbeiten erzielt wurden, so erscheint es realistisch, dass
in der Zukunft neue Materialien erzeugt werden ko¨nnen, die die besonderen Eigenschaften der Bio-
mineralien aufweisen.
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A.1 Akronyme
- ACC: amorphous calcium carbonate; amorphes Calciumcarbonat
- AFM: atomic force microscope; Rasterkraftmikroskop
- BSA: bovine serum albumin; Rinderserumalbumin
- BSE: back scatter electron; Ru¨ckstreuelektron
- DALI: digital analysis of lattice images
- DDSA: dodecenyl succinic anhydride; Dodencenylbernsteinsa¨ureanhydrid
- EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid; Ethylendiamintetraessigsa¨ure
- EDX: energy dispersive X - ray spectroscopy; energiedispersive Ro¨ntgenspektroskopie
- EELS: electron energy loss spectroscopy; Elektronenenergieverlustspektroskopie
- FIB: focused ion beam; fokussierter Ionenstrahl
- HPF: high pressure freezing; Hochdruckgefrieren
- jems: java electron microscope image simulation
- MNA: nadic methyl anhydride; Methylnadicanhydrid
- ON: Oberﬂa¨chennormale
- RT: Raumtemperatur ∼23◦C
- SAD: selected area diﬀraction; Feinbereichsbeugung
- SDS - PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; Natriumdodecylsul-
fat - Polyacrylamidgelelektrophorese
- SEM: scanning electron microscope; Rasterelektronenmikroskop
- STEM: scanning transmission electron microscope; Raster - Transmissionselektronenmikros-
kop
- TBS - T: tris buﬀered saline + tween 20; Tris - gepuﬀerte Salzlo¨sung mit Tween 20
- TEM: transmission electron microscope; Transmissionselektronenmikroskop
- X - PEEM: X - ray photoemission electron microscopy; Ro¨ntgen Photoemissionselektronenmi-
kroskopie
- ZA: Zonenachse
A.2 Liste der verwendeten Materialien
A.2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
- Antioxidant: NuPAGE Antioxidant, invitrogen, Carlsbad, CA, USA
- Blei(II) - citrat Trihydrat: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Blei(II)nitrat: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Bromphenolblau: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
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- Cacodylsa¨ure Natriumsalz Trihydrat: Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Calciumchlorid: CaCl2, AppliChem, Darmstadt, Deutschland
- Coomassie Blau G250: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- DDSA: Glycidether - Ha¨rter DBA, 2 -Dodecenylbernsteinsa¨ureanhydrid, Roth, Karlsruhe,
Deutschland
- di - Kaliumhydrogenphosphat - Trihydrat, K2HPO4: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Dialyseschlauch: Spectrum, Rancho Dominguez, CA, USA, molecular weight cut-oﬀ (MWCO)
of 6-8000Da
- EDTA -Dinatriumsalz - Dihydrat: Applichem, Darmstadt, Deutschland
- entionisiertes Wasser: erzeugt mit Milli - Q Wasserﬁltrations - Anlage, Millipore, Academic Q-
Gard2, Billerica, MA, USA
- Epon 812: Glycidether 100, Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Essigsa¨ure: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Ethanol absolut: AppliChem, Darmststadt, Deutschland
- Gelatine: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Gel Dry Lo¨sung: Gel - Dry Drying Solution, invitrogen, Carlsbad, CA, USA
- Glutaraldehyd: Merck Schuchard OHG, Hohenbrunn, Deutschland
- Glycerol: AppliChem, Darmstadt, Deutschland
- Glycidether-Beschleuniger DMP - 30, 2,4,6-Tri(dimethylaminomethyl)-phenol: Roth, Karlsru-
he, Deutschland
- Isoropanol: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Kaliumdihydrogenphosphat: KH2PO4, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
- Kaliumhexacyanoferrat(III): Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Kaliumhexahydroantimonat(V): Merck, Darmstadt, Deutschland
- Lysozym: Lysozym, from chicken egg white, Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Meersalz: Tropic Marin, Dr. Biener GmbH, Wartenberg, Deutschland
- Mercaptoethanol: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Methanol: Merck, Darmstadt, Deutschland
- MNA: Glycidether - Ha¨rter MNA, 1 -Methyl - 5 - norbornen - 2,3 - dicarbonsa¨ureanhydrid, Me-
thylnadicanhydrid, Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Natriumacetat: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Natriumazid, Fluka, Steinheim, Germany
- Natriumhydrogencarbonat: NaHCO3, Sigma, St. Louis, MO, USA
- Natriumhydroxid: NaOH, Merck, Darmstadt, Deutschland
- Natriumhypochlorid: 12% Cl, Roth, Karlsruhe, Deutschland
- NuPAGE 12% Bis - Tris - Gel, invitrogen, Carlsbad, CA, USA
- NuPAGE Laufpuﬀer: NuPAGE MES SDS Running Buﬀer (20x), invitrogen, Carlsbad, CA,
USA
- Osmiumtetroxid: OsO4, 4%ige Lo¨sung, Serva Electrophoresis GMbH, Heidelberg, Deutschland
- Paraformaldehyd: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Propylenoxid: Propylenoxid ReagentPlus®, Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Protein Marker: Mark12 Unstained Standard (1x), invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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- Salzsa¨ure: HCl, Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Schale der Schnecke Haliotis laevigata, bezogen von Fred Glasbrenner, Abalone Exports, La-
verton North, Victoria, Australia
- Schnecken Haliotis tuberculata bezogen von Sylvain Huchette, France Haliotis scea, Ke´razan,
29880 Plouguerneau, Frankreich
- SDS: sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat, AppliChem, Darmstadt, Deutschland
- Sekunda¨rer Antiko¨rper: Anti-Rabbit IgG (whole molecule) - Gold antibody produced in goat,
Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- Tanninsa¨ure: Sigma -Aldrich, Steinheim, Deutschland
- TEM -Kupfernetzchen fu¨r FIB - Lamellen: Omniprobe, Dallas, TX, USA
- TEM -Kupfernetzchen mit lo¨chrigem Kohlenstoﬀﬁlm: Paciﬁc Grid - Tech, San Francisco, CA,
USA
- Tris: Roth, Karlsruhe, Deutschland
- Uranylacetat: Merck, Darmstadt, Deutschland
A.2.2 Gera¨te und Software
- Backenbrecher: Fritsch, Pulverisette, Idar-Oberstein, Germany
- DALI: Autor: A. Rosenauer [171]
- Diamentmesser: 35◦ Messerwinkel, Diatome,Hatﬁeld, PA, USA
- EDX Detektor: SiLi (Silizium Lithium) Detektor, EDAX, Ametek, Meerbusch, Deutschland
- EELS Detektor: GIF2002, Gatan, Pleasanton, CA, USA
- FIB: FEI, Nova 200, Eindhoven, the Netherlands
- Goldbesputterungsanlage: Technics, Hummer, Alexandria, VA, USA
- Igor: IGOR Pro 6, erha¨ltlich unter http://www.wavemetrics.com/
- jems: Autor: P. Stadelmann, Version: 1.2922W2003,
erha¨ltlich unter http://cimewww.epﬂ.ch/people/stadelmann/ home.htm
- Kohlenstoﬀbedampfungsanlage: Balzers Union, CED 020, Liechtenstein
- Kristallisationskammern: entwickelt von F. Heinemann. Anfertigung in der mechanischen
Werkstatt des FB1, Universita¨t Bremen.
- Kritisch - Punkt - Trocknung: BAL-TEC CPD030 Critical Point Dryer, Wetzlar, Germany
- Manipulatornadel: Picoprobe, Naples, FL, USA
- Manipulator: Kleindiek, Reutlingen, Germany
- MATLAB: The MathWorks, Natick, MA, USA
- Peristaltikpumpe: Ismatec, REGLO Digital, Glattbrugg, Schweiz
- Platinbedampfungsanlage: Balzers Union, BAF 100, Liechtenstein
- Photometer: Cecil, CE 1021, 1000 Series, Cambridge, England
- Reagenzglasschu¨ttler: Heidplph Type REAX 2000, Schwabach, Deutschland
- Scanner fu¨r ”imaging plates“: Ditabis, Digital Biomedical Imaging Systems AG, Micron, Pforz-
heim, Deutschland
- Schlammstrahler: Sigg, WA70, Jestetten, Germany
- SEM (Ulm): Hitachi S-5200, Tokyo, Japan
- SEM: Nova 200, FEI Eindhoven, the Netherlands
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- TEM lift - out Lamellen Halter: Omniprobe, Dallas, TX, USA
- TEM: FEI, TITAN 80/300, Eindhoven, the Netherlands
- TEM: Philips, CM20 UT, Eindhoven, the Netherlands
- TEM (Ulm): Zeiss, EM10, Oberkochen, Deutschland
- Thermometer: Greisinger electronic, GMH 3210 Digitalthermometer, Regenstauf, Deutschland
- Thermostat: Julabo, F32, Seelbach, Deutschland
- Ultramikrotom (ULM): Reichert-Jung, Ultracut, Wetzlar, Deutschland
- Ultramikrotom (Bremen): Leica, Ultracut R, Wetzlar, Deutschland
A.3 Pra¨paration entmineralisierten, ﬁxierten Perlmutts fu¨r TEM
Etwa 2mm große Bruchstu¨cke der Schale der Abalone Haliotis tuberculata wurden in eine Lo¨sung
aus 0,1M EDTA, 2,5% Glutaraldehyd und 2,13 g/100ml Seesalz mit einem pH Wert von 8 gelegt.
Nach einer vollsta¨ndigen Entmineralisierung wurden die Matrixstu¨cke 2 bis 3 mal mit 0,1M Caco-
dylatpuﬀer fu¨r jeweils 5 - 10min gewaschen und anschließend fu¨r 1 h mit 4% Osmiumtetroxid und
1,6% Kalium Hexacynoferrat in einer Mischung von 1:1 behandelt. U¨ber eine ansteigende Alkohol-
reihe (verwendet wurde Isopropanol) wurden die Proben entwa¨ssert. Zwischen den Alkoholkonzentra-
tionen von 90% und 100% wurde eine Behandlung mit 2% Uranylacetat fu¨r 30min bei 37◦C eingefu¨gt.
Nach Abschluss der Alkoholreihe wurde eine weitere Entwa¨sserung mit Propylenoxid fu¨r 2 mal 5min
vorgenommen. Anschließend wurden Gemische aus Propylenoxid und Einbettharz mit steigenden
Harzkonzentrationen auf die Probe gegeben. U¨ber Nacht wurden die Matrixstu¨cke in purem Harz
gelagert und am folgenden Morgen mit frischem Harz bei einer Temperatur von 60◦C eingebettet. Da
die nach der Entmineralisierung stattﬁndenden Pra¨parationsschritte mit den Methoden der Einbettung
von Gewebeproben u¨bereinstimmt, kann bei Bedarf eine detailliertere Beschreibung des Verfahrens in
Abschnitt 6.2.1 nachgelesen werden.
A.4 Pra¨paration kritisch -Punkt - getrockneten Perlmutts
Etwa 2mm große Bruchstu¨cke der Schale von Haliotis tuberculata wurden fu¨r 1 h mit einer
Lo¨sung aus 2.5% Glutaraldehyd, 2% Paraformaldehyd, 0.1M Cacodylatpuﬀer (pH 7.4) und
262mg/15ml Seesalz ﬁxiert. Anschließend wurden die Schalenstu¨cke 2 bis 3 mal fu¨r jeweils
5 - 10min mit 0.1M Cacodylatpuﬀer gewaschen, mit 2% Osmiumtetroxid und 0.8% Kaliumhexa-
cynoferrat nachﬁxiert und gefa¨rbt und erneut mit 0.1M Cacodylatpuﬀer gewaschen.
Schließlich wurden die Stu¨cke mit einer bis 100% steigenden Isopropanolreihe entwa¨ssert. Das Isopro-
panol wurde durch Kohlendioxid ersetzt und die Schalenstu¨cke wurden kritisch - Punkt - getrocknet.
Bevor eine Untersuchung im SEM vorgenommen wurde, wurden die Schalenstu¨cke mit 3 nm Platin
beschichtet. Das verwendete Feldemissions SEM (Standort: Ulm) wurde mit Sekunda¨relektronen im
Abbildungsmodus bei einer Beschleunigungsspannung von 4 kV betrieben.
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A.5 Aufbau der Kristallisationskammer
Die in diesem Abschnitt folgenden Abbildungen zeigen technische Zeichnungen der Kristallisations-
kammer. Die Zeichnungen wurden von Gerd Ankele, Universita¨t Bremen angefertigt und wurden
bereits in [55] vero¨ﬀentlicht.
Abb. A1: Seitenansichten und U¨bersicht der Kristallisationskammer
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Abb. A2: Oberer Teil der Kristallisationskammer
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Abb. A3: Unterer Teil der Kristallisationskammer
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Abb. A4: Anschlussstu¨cke der Schla¨uche fu¨r die Kristallisationskammer
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Abb. A5: Zusammenbau der Kristallisationskammer
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A.6 Bradford Assay
Der Bradford Assay ist eine von M. M. Bradford entwickelte Methode zur Bestimmung des Protein-
gehalts in Lo¨sungen [119]. Bei dieser Methode wird ausgenutzt, dass der Farbstoﬀ Coomassie Blau
G - 250 an Proteine bindet und eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm
verursacht.
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Lo¨sung, in unserem Fall der Konzentration der
Proteine der lo¨slichen Matrix in deionisiertem Wasser, ist es notwendig, zuna¨chst Kalibriermessun-
gen mit Lo¨sungen bekannter Proteinkonzentration vorzunehmen. Wir verwendeten Lysozym, das in
Konzentrationen zwischen 0 μg/ml und 15 μg/ml in deionisiertem Wasser angesetzt wurde. Die Ly-
sozymlo¨sungen wurde mit jeweils 200 μl Bradford Assay gemischt und in Ku¨vetten gegeben. Die
Messung der Absorption muss in einem Zeitraum von mindestens 5 Minuten bis ho¨chstens einer Stun-
de nach Mischung der beiden Komponenten durchgefu¨hrt werden. Die untere Grenze der Zeitangabe
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Abb. A6: Kalibrierkurve zur Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford Assay. Die Messpunkte
wurden durch Messung der Absorption bei verschiedenen Lysozymkonzentrationen erhalten.
kommt dadurch zustande, dass die vollsta¨ndige Reaktion zwischen Farbstoﬀ und Protein gewa¨hrleistet
sein muss. Da die Protein - Farbstoﬀ - Komplexe mit der Zeit aggregieren und sich somit die Farbe der
Lo¨sung a¨ndert, ergibt sich eine obere Grenze fu¨r die Zeit. Die Messung der Absorption fand in einem
Photometer bei 595 nm statt. Die Werte einer typischen Kalibriermessung sind in Abb.A6 dargestellt,
wobei jeder Datenpunkt den Mittelwert zweier Messungen repra¨sentiert.
Die Proteinkonzentration der lo¨slichen Matrix wurde folgendermaßen bestimmt. Die Lo¨sung der
lo¨slichem Matrix wurde unterschiedlich stark mit deionisiertem Wasser verdu¨nnt und mit 200 μl
Bradford Assay vermischt. Nach einer entsprechenden Wartezeit wurden die Absorptionswerte der
Lo¨sungen in dem Photometer gemessen. Mit Hilfe der Eichkurve konnten diesen Werten Protein-
konzentrationen zugeordnet werden. Auch fu¨r diese Proben wurden jeweils zwei Messungen vorge-
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nommen und die Werte gemittelt. Zudem wurden die Proteinkonzentrationen, die sich fu¨r verdu¨nnte
Lo¨sungen der lo¨slichen Matrix ergaben, in Konzentrationen fu¨r unverdu¨nnte Lo¨sungen umgerechnet
und gemittelt.
A.7 Pra¨paration der SDS -PAGEs
Zur Bestimmung der Gro¨ßen der in der lo¨slichen und unlo¨slichen Matrix von Haliotis laevigata vor-
kommenden Proteine wurden SDS - PAGEs (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis) erzeugt. Verwendet wurden dafu¨r NuPAGE 12% Bis - Tris - Gele. Im Wesentlichen werden in der
Gel Elektrophorese zwei Puﬀer verwendet: der Probenpuﬀer, in den die zu untersuchenden Proteine
gegeben werden, und der Laufpuﬀer, der in die Laufkammer gefu¨llt wird.
Der Probenpuﬀer beinhaltet Mittel, die zu einer negativen Ladung der Proteine fu¨hren und die zu einer
Lo¨sung der Disulﬁdbru¨cken fu¨hren.
Probenpuﬀer:
- 180 μl Laemmli Puﬀer (negative Ladung)
- 18 μl Mercaptoethanol (Denaturierung)
Laemmli Puﬀer (2fach konzentriert, 50ml):
- 130mM Tris, pH 6,8
- 6,6% SDS (durch Erhitzen in entionisiertem Wasser lo¨sen)
- 20% Glycerol
- 0,01% (w/v) Bromphenolblau
Von diesem Probenpuﬀer werden 10 μl auf 15 μl Probenlo¨sung gegeben. Zur weiteren Denaturierung
der Proteine wird dieses Gemisch fu¨r etwa 3min in ein 95◦C warmes Wasserbad gegeben.
Laufpuﬀer:
- 1ml Antioxidant
- 379ml entionisiertes Wasser
- 20ml NuPAGE Laufpuﬀer
Vom Protein Marker wurden 5 μl und von den Proben jeweils 15 - 18 μl verwendet. Die Elektrophorese
wurde bei einer Spannung von 120V und einer Laufzeit von 1 - 2 Stunden durchgefu¨hrt.
Nach dieser Laufzeit wurden die Gele 2 mal fu¨r 5min in entionisiertem Wasser gewaschen und an-
schließend mit einer Coomassie Fa¨rbelo¨sung fu¨r 10min gefa¨rbt.
Coomassie Fa¨rbelo¨sung:
- 2,5 g Coomassie Blau G250
- 450ml Methanol
- 90ml Essigsa¨ure
- 460ml entionisiertes Wasser
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Zur Nachbehandlung wurde eine Coomassie Entfa¨rbelo¨sung verwendet.
Coomassie Entfa¨rbelo¨sung:
- 75ml Essigsa¨ure
- 50ml Methanol
- 875ml entionisiertes Wasser
Nach einer Einwirkdauer wurde die Entfa¨rbelo¨sung erneuert und u¨ber Nacht einwirken gelassen.
Die Gele wurden anschließend 2 mal 5min mit entionisiertem Wasser gewaschen und 2min mit
2 Cellophanstu¨cken pro Gel in einer Gel Dry - Lo¨sung a¨quilibriert. Im letzten Schritt wurden die Gele
zwischen die Cellophanstu¨cke in einen Rahmen gespannt und u¨ber Nacht bei RT getrocknet.
A.8 Experimentelle Daten zur Kristallisationskammer
Experiment CaCl2 Kon-
zentration
[mM]
NaHCO3
Konzentra-
tion
[mM]
Flussrate
[ml/min]
I 20 20 0,5
II 20 20 0,25
III 20 20 0,5
IV 20 20 0,5
V 20 20 0,258
VI 10 10 0,268
VII 20 20 0,259
Tabelle A1: Verwendete Konzentrationen und Flussraten der jeweiligen Vorversuche in der Kristallisationskam-
mer. Das Substrat war in allen Fa¨llen die unlo¨sliche Matrix von Haliotis laevigata. Da sich der Aufbau nicht im
Wasserbad befand, herrschte wa¨hrend der Versuchsdurchfu¨hrung Raumtemperatur.
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcit Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
I x xx
II x x
III AC x
III IN x
III AN
III IC x
IV AC x x
IV IN x
IV AN xx x
IV IC x x
V AC x x
V IN x
V AN xx x
V IC x x
VI AC
VI IN x
VI AN x
VI IC x
VII AC x
VII IN x x
VII AN x
VII IC x xx
Tabelle A2: U¨bersicht u¨ber die verschiedenen Proben der in der Kristallisationskammer behandelten
unlo¨slichen Matrix und u¨ber das darauf stattgefundene Kristallwachstum. AC: Außenseite der unlo¨slichen Ma-
trix, die in Richtung des CaCl2 - Zuﬂusses orientiert war. Analog: IN: Innenseite, NaHCO3; AN: Außenseite,
NaHCO3; IC: Innenseite, CaCl2. Bei den Proben I und II wurde noch keine Unterscheidung der Seiten der
unlo¨slichen Matrix vorgenommen. Die Kristallisationskammer wurde im Fall der Probe II zudem nur 8 Stunden
mit den Salzlo¨sungen durchﬂossen, da nach dieser Zeit die Pumpe stoppte. Anschließend befand sich die Probe
II fu¨r weitere 8 Stunden in den nicht erneuerten Salzlo¨sungen.
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Exp Temperatur
[◦C] ±0.1◦C
CaCl2
Konzen-
tration
[mM]
NaHCO3
Konzen-
tration
[mM]
Flussrate
[ml/min]
Substrat lo¨sliche
Matrix
[μg/ml]
1 30,0 10 10 0,260 unlo¨sliche
Matrix
-
2 35,1 10 10 0,235 unlo¨sliche
Matrix
-
3 40,2 10 10 0,255 unlo¨sliche
Matrix
-
4 40,1 10 10 0,238 unlo¨sliche
Matrix
-
5 45,1 10 10 0,233 unlo¨sliche
Matrix
-
6 49,9 10 10 0,258 unlo¨sliche
Matrix
-
7 24,4 10 10 0,249 unlo¨sliche
Matrix
-
8 25,3 10 10 0,249 Dialyseschlauch -
9 25,3 10 10 0,268 unlo¨sliche
Matrix
-
10 25,3 10 10 0,268 unlo¨sliche
Matrix
-
11 25,3 15 15 0,268 unlo¨sliche
Matrix
-
12 25,3 15 15 0,488 unlo¨sliche
Matrix
-
13 39,8 15 15 0,439 unlo¨sliche
Matrix
-
14 39,8 15 15 0,268 unlo¨sliche
Matrix
-
15 39,7 15 15 0,244 unlo¨sliche
Matrix
-
16 25,1 8 8 0,512 unlo¨sliche
Matrix
-
17 25,1 8 8 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
18 39,8 8 8 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Exp Temperatur
[◦C] ±0.1◦C
CaCl2
Konzen-
tration
[mM]
NaHCO3
Konzen-
tration
[mM]
Flussrate
[ml/min]
Substrat lo¨sliche
Matrix
[μg/ml]
19 25,1 10 10 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
20 25,1 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
21 25,1 20 20 0,317 Filterpapier
0.22μm
-
22 25,1 10 10 0,317 Filterpapier
0.22μm
-
23 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
24 25,1 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
25 39,8 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
26 39,9 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
-
27 25,0 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
28 25,0 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
29 25,2 20 20 0,488 unlo¨sliche
Matrix
0,02
30 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
31 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
32 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,5
33 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,5
34 25,2 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
1,0
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Exp Temperatur
[◦C] ±0.1◦C
CaCl2
Konzen-
tration
[mM]
NaHCO3
Konzen-
tration
[mM]
Flussrate
[ml/min]
Substrat lo¨sliche
Matrix
[μg/ml]
35 25,1 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
1,0
36 49,8 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
37 50,5 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
0,02
38 50,0 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
1,0
39 50,0 20 20 0,317 unlo¨sliche
Matrix
1,0
Tabelle A3: Eingestellte Werte, sowie verwendete Materialien der jeweiligen Versuche in der Kristallisations-
kammer
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcit Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
1 AC x wenig
1 IN x x
2 AN x x groß
2 IC
3 AC x
3 IN x
3 AN x
3 IC
4 AC x wenig
4 IN x wenig x wenig
4 AN x
4 IC
5 AC x
5 IN
5 AN x
5 IC x wenig
6 AC x
6 IN x
6 AN xx
6 IC x wenig
7 AC
7 IN
7 AN
7 IC
8 Dia n/a n/a n/a n/a
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcit Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
9 AC xx
9 IN
9 AN
9 IC
10 AC
10 IN
10 AN x wenig
10 IC
11 AC x x
11 IN x
11 AN x
11 IC x x wenig
12 AC x x
12 IN
12 AN
12 IC
13 AC
13 IN
13 AN x PR
13 IC
14 AC x wenig
14 IN
14 AN PR
14 IC PR
15 AC
15 IN
15 AN x wenig PR
15 IC x
16 AC
16 IN
16 AN
16 IC
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcite Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
17 AC
17 IN
17 AN
17 IC
18 AC
18 IN
18 AN x PR
18 IC
19 AC x wenig
19 IN
19 AN PR
19 IC PR
20 AC x
20 IN x x
20 AN x
20 IC
21x AC x
21 IN x x
21 AN x x
21 IC x x x
22x AC x wenig
22 IN x wenig
22 AN
22 IC x wenig
23 AC x x wenig
23 IN x
23 AN x x wenig x
23 IC x x xx
24 AC x
24 IN x wenig x
24 AN x
24 IC x
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcit Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
25 AC
25 IN x
25 AN x
25 IC x wenig x x wenig x wenig
26 AC
26 IN x wenig x
26 AN x x
26 IC
27 AC x x
27 IN x x
27 AN x x
27 IC x x
28 AC x wenig
28 IN x x
28 AN x x x
28 IC x x x
29 AC x wenig x wenig
29 IN x wenig
29 AN x wenig xx
29 IC x x wenig
30 AC x
30 IN x x
31 AN x x
31 IC
32 AC x
32 IN xx x
32 AN x
32 IC
33 AC x
33 IN x wenig
33 AN x wenig x wenig x
33 IC x wenig x wenig
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Kristallwachstum
Experiment Probe Calcit Vaterit Aragonit ﬂache Kristalle
34 AC
34 IN
34 AN x wenig,
groß
34 IC
35 AC
35 IN x wenig
groß
35 AN
35 IC
36 AC x wenig
36 IN x wenig x x
36 AN x wenig x x
36 IC x wenig x x
37 AC xx
37 IN x x x
37 AN xx
37 IC xx
38 AC x
38 IN x
38 AN x
38 IC
39 AC
39 IN x
39 AN xx
39 IC
Tabelle A4: U¨bersicht u¨ber die verschiedenen Proben der in der Kristallisationskammer behandelten
unlo¨slichen Matrix und u¨ber das darauf stattgefundene Kristallwachstum. AC: Außenseite der unlo¨slichen Ma-
trix, die in Richtung des CaCl2 - Zuﬂusses orientiert war. Analog: IN: Innenseite, NaHCO3; AN: Außenseite,
NaHCO3; IC: Innenseite, CaCl2. Keine Eintragung: kein Wachstum, x: stellenweise Wachstum, xx: starkes
Wachstum, PR: Perlmuttru¨cksta¨nde.
143
A Anhang
A.9 Blockartige Struktur ﬂacher Kristalle
Abb. A7: SEM Aufnahme eines ﬂachen
Kristalls auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen
Matrix (VAC). Das schwarze Rechteck mar-
kiert den Bereich aus dem die TEM La-
melle pra¨pariert wurde. FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix.
Abb. A8: a) und (b) TEM Aufnahmen des
Querschnitts eines ﬂachen Kristalls bei
unterschiedlichen Vergro¨ßerungen (VAC).
(c) und (d) TEM Dunkelfeldaufnahmen bei
unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
(e) und (f) STEM TEM Aufnahmen
bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix. 20mM NaHCO3
und CaCl2, Flussrate 0,258ml/min/Seite,
RT.
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Abb. A9: SEM Aufnahme eines ﬂachen Kristalls
auf der Oberﬂa¨che (1AN) der unlo¨slichen Matrix.
Das schwarze Rechteck markiert den Bereich, aus
dem die TEM Lamelle pra¨pariert wurde. FK: ﬂa-
cher Kristall, UM: unlo¨sliche Matrix.
Abb. A10: (a) und (b) TEM Aufnahmen des
Querschnitts eines ﬂachen Kristalls bei un-
terschiedlichen Vergro¨ßerungen (1AN). Der
Pfeil in (a) markiert einen Riss, der erst nach
der Pra¨paration der Lamelle entstanden ist.
(c) und (d) TEM Dunkelfeldaufnahmen
bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
(e) und (f) STEM TEM Aufnahmen
bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix. 10mM NaHCO3
und CaCl2, Flussrate 0,26ml/min/Seite,
30◦C, Oberﬂa¨che AN.
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Abb. A11: SEM Aufnahme eines ﬂachen Kris-
talls auf der Oberﬂa¨che (11AN) der unlo¨slichen
Matrix. Das schwarze Rechteck markiert den Be-
reich, aus dem die TEM Lamelle pra¨pariert wurde.
FK: ﬂacher Kristall, UM: unlo¨sliche Matrix.
Abb. A12: (a) und (b) TEM Aufnahmen
des Querschnitts eines ﬂachen Kristalls bei
unterschiedlichen Vergro¨ßerungen (11AN).
(c) und (d) TEM Dunkelfeldaufnahmen
bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
(e) und (f) STEM TEM Aufnahmen
bei unterschiedlichen Vergro¨ßerungen.
Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall,
UM: unlo¨sliche Matrix. 15mM NaHCO3
und CaCl2, Flussrate 0,268ml/min/Seite,
25,3◦C, Oberﬂa¨che AN.
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A.10 Geschichtete Struktur ﬂacher Kristalle
Abb. A13: (a) SEM Aufnahme eines ﬂachen Kristalls auf der Oberﬂa¨che der unlo¨slichen Matrix (VI IN).
Das schwarze Rechteck markiert den Bereich, aus dem die TEM Lamelle pra¨pariert wurde. (b) TEM Auf-
nahme des Querschnitts eines ﬂachen Kristalls. Es sind zahlreiche lateral ausgedehnte Schichten des Kristalls
zu erkennen. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall, UM: unlo¨sliche Matrix. 10mM NaHCO3 und CaCl2,
Flussrate 0,268ml/min/Seite, RT.
Abb. A14: (a) SEM Aufnahme eines ﬂachen Kristalls auf der Oberﬂa¨che (25IN) der unlo¨slichen Matrix. Das
schwarze Rechteck markiert den Bereich, aus dem die TEM Lamelle pra¨pariert wurde. (b) TEM Aufnahme des
Querschnitts eines ﬂachen Kristalls. Es sind zahlreiche lateral ausgedehnte Schichten des Kristalls zu erkennen.
Die Lamelle entha¨lt die Platin Deposition und die Schichten des ﬂachen Kristalls. Die unlo¨sliche Matrix ist
nicht Teil der Lamelle. Die kristalline Schicht wies somit urspru¨nglich mindestens eine Dicke von 2,5μm auf.
(c) TEM Dunkelfeldaufnahme. (d) STEM Aufnahme. Pt: Platin Deposition, FK: ﬂacher Kristall, UM: unlo¨sliche
Matrix. 20mM NaHCO3 und CaCl2, Flussrate 0,317ml/min/Seite, 39,8◦C, Oberﬂa¨che IN.
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A.11 EDX Spektrum der Probe 33AC
Abb. A15: STEM Aufnahme eines geschichteten ﬂachen Kristalls (33AC). Die amorphen Schichten sind als
horizontal verlaufende dunklere Strukturen zu erkennen. Mit roten Rechtecken sind zwei Bereiche markiert, an
denen die abgebildeten EDX Spektren aufgenommen wurden. In den Spektren treten die C Kα1, O Kα1, Si Kα1,
Ca Kα1 und Ca Kβ1 Linien auf.
A.12 Calciumkonzentration in KH2PO4
Zur Pra¨paration von 60ml eines 0,2M Phosphatpuﬀers (siehe Abschnitt 6.2.2) wurden unter ande-
rem 0,327 g KH2PO4 verwendet. Das Salz wies ho¨chstens einen Calciumanteil von 0,005% auf. Dies
entspricht 16,35 μg Calcium. Wa¨hlt man fu¨r die molare Masse des Calciums den Wert 40,078 g/mol,
der fu¨r atomares Calcium gilt, dann ergibt sich daru¨ber eine Calciumkonzentration von 6,8 μM in der
Puﬀerlo¨sung.
1M =
40, 078 g
1 l
→ 16, 35 μg
60ml
= 0, 2725
μg
ml
=̂ 6, 8 μM
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